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 Chapitre 1  
Résumé 
Une division cellulaire incontrôlée est une des principales caractéristiques du 
cancer et l’arrêt de cette division peut constituer un signe précoce de l’efficacité d’un 
traitement. C’est pourquoi, le développement d’un diagnostic ou d’une thérapie du 
cancer basée sur la prolifération cellulaire est actuellement le sujet de nombreuses 
publications. La thymidine (dThd) et ses analogues sont incorporés dans l’ADN durant 
la phase S du cycle cellulaire et l’incorporation est directement proportionnelle au 
nombre de cellules en division. En recherche, la dThd radiomarquée est utilisée depuis 
des années pour mesurer in vitro la division cellulaire. 
Parmi les analogues de la dThd, la 5-iodo-2’-désoxyuridine (IdUrd) présente un 
grand intérêt clinique, car elle peut être marquée quasi instantanément avec des 
radioisotopes de l’iode appropriés pour un diagnostic ([123I]IdUrd, [131I]IdUrd, 
[124I]IdUrd) ou une thérapie ([123I]IdUrd, [125I]IdUrd, [131I]IdUrd) du cancer. Comme le 
rayon de van der Waals de l’iode est similaire au groupe 5-méthyle qu’il remplace sur la 
base pyrimidique de la dThd, la IdUrd peut être incorporée dans l’ADN à la place de la 
dThd pendant la phase S du cycle cellulaire. Toutefois, son utilisation clinique se heurte 
à certaines limitations, notamment sa dégradation biologique rapide, son faible taux 
d’incorporation dans la tumeur et son incorporation dans les tissus normaux à 
renouvellement cellulaire rapide. 
Ce travail avait donc pour but d’étudier différents moyens pour remédier aux 
limitations de l’utilisation diagnostique ou thérapeutique de la IdUrd radiomarquée. Les 
expériences ont été réalisées sur trois lignées humaines de glioblastomes - U251, LN229 
et U87 -, car ce type de cancer présente des caractéristiques favorables à l’utilisation de 
la IdUrd radiomarquée, c’est-à-dire, une forte prolifération des cellules tumorales et des 
vaisseaux sanguins associés avec infiltration dans un tissu cérébral majoritairement 
quiescent et, en principe, isolé du reste de l’organisme par une barrière hémato-
encéphalique.  
1.1 [125I]IdUrd et Bloquage de la Synthèse de dThd 
Une première approche consistait à empêcher la synthèse de novo de dThd par la 
thymidylate synthétase (TS) afin de favoriser l’incorporation de la IdUrd radiomarquée 
par la voie de récupération des nucléotides. Plusieurs études avaient déjà évalué cette 
stratégie dans une optique thérapeutique. Malheureusement, leurs résultats ne 
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 montraient pas toujours une corrélation entre le taux d’incorporation de la IdUrd 
radiomarquée dans l’ADN et le taux de cytotoxicité. Ces observations laissaient 
supposer que l’inhibition de la synthèse de dThd permettait, dans certaines conditions, 
d’augmenter l’incorporation de la IdUrd radiomarquée dans l’ADN des cellules 
engagées en phase S du cycle cellulaire sans, pour autant, que le nombre de cellules 
engagées en phase S soit augmenté. Bien que apparemment dénuée d’intérêt pour une 
application thérapeutique, cette hypothèse laissait entrevoir la possibilité d’augmenter 
l’intensité du signal cellulaire pour une application diagnostique. 
Ce travail avait donc comme objectif une meilleure compréhension des 
mécanismes sous-jacents et l’évaluation du potentiel du méthotrexate (MTX) ou de la 5-
fluoro-2’-désoxyuridine (FdUrd) pour améliorer la détection scintigraphique de tumeurs 
par la IdUrd radiomarquée. 
Alors que le MTX empêchait l’incorporation de IdUrd radiomarquée dans 
l’ADN en bloquant irrémédiablement la division cellulaire, les résultats obtenus avec la 
FdUrd ont montré in vitro qu’une coincubation avec cette drogue augmentait 
substantiellement l’incorporation de [125I]IdUrd et de [3H]dThd dans l’ADN des trois 
lignées de glioblastomes testées. Une analyse par cytofluorométrie en flux a révélé 
qu’une coincubation de courte durée avec FdUrd (1 h) augmentait l’intensité du signal 
par cellule marquée. 
Une biodistribution 24 h après injection i.v. de [125I]IdUrd a ensuite été mesurée 
dans des souris nues xénogreffées s.c. avec les trois lignées de glioblastomes. Comparée 
à une seule injection i.v. de [125I]IdUrd, une pré-administration i.v. de 10 mg/kg de 
FdUrd, 1 h avant, augmentait de 4.8 à 6.8 fois l’incorporation de [125I]IdUrd dans les 
trois tumeurs. Aucun effet secondaire n’était observé sur les souris jusqu’à deux mois 
après un tel traitement. L’incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur était même 
augmentée jusqu’à 13.6 fois quand la pré-administration de FdUrd était réduite par 
palier jusqu’à 1.1 mg/kg. L’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd était plus 
faible (entre 1.7 et 5.8 fois) dans les tissus normaux à renouvellement cellulaire rapide 
(ex : moelle osseuse, rate, intestin) que dans la tumeur et négligeable dans les tissus 
quiescents (ex : cœur, reins, poumon). Une extraction d’ADN a montré que 72 à 80 % 
de la radioactivité dans la tumeur et l’intestin étaient associés à l’ADN. 
Une scintigraphie sur des souris xénogreffées a été réalisée à différents temps 
après injection i.v. de 3.7 MBq de [125I]IdUrd. La détection de la tumeur était améliorée 
significativement après pré-administration de FdUrd, alors qu’elle restait faible 24 h 
après l’injection de [125I]IdUrd seule. De plus, l’activité non spécifique était grandement 
réduite par une administration p.o. de KClO4 en addition au KI. En conclusion, ces 
résultats indiquent qu’une pré-administration de FdUrd pourrait améliorer une 
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 scintigraphie par émission de photons ou de positons avec des traceurs de la division 
cellulaire, comme la IdUrd ou d’autres analogues radiomarqués de la dThd. 
1.2 [125I]IdUrd et IdUrd non-marquée 
Dans une approche thérapeutique cette fois-ci, la deuxième partie de ce travail a 
consisté à étudier la cytotoxicité de la [125I]IdUrd. Les rayonnements Auger de l’125Iode, 
une fois que la [125I]IdUrd est incorporée dans l’ADN, provoquent des cassures du 
double brin d’ADN avec une efficacité biologique relative élevée (EBR = 7), 
équivalente à celle de rayonnements α. En dehors de l’ADN, la cytoxicité de la 
[125I]IdUrd se réduit toutefois à celle des rayons X (EBR = 1), alors que les 
rayonnements α de la [111At]AtdUrd circulante, par exemple, restent toxiques. 
La cytotoxicité de la [125I]IdUrd a donc été évaluée sur les trois lignées humaines 
de glioblastomes. Lors de cette évaluation, il est apparu que la cytotoxicité de la 
[125I]IdUrd pouvait encore être augmentée par une co-administration de IdUrd non-
marquée. Les résultats ont montré, de manière surprenante, que des concentrations de 
0.3 à 10 µM de IdUrd non-marquée augmentaient in vitro la cytotoxicité de la 
[125I]IdUrd dans les cellules U251 et, dans une moindre mesure, LN229. De plus, cette 
observation était corrélée avec une augmentation du taux d’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN. En présence de 10 µM de IdUrd, cette dernière augmentation était, 
respectivement, de 2.0, 2.7 et 4.4 fois dans les cellules U87, LN229 et U251. Par contre, 
la dThd bloquait de façon compétitive l’augmentation de la cytotoxicité et de 
l’incorporation nucléaire de [125I]IdUrd induite par la IdUrd. D’autre part, l’effet de la 
IdUrd sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN n’était pas reproduit par des 
analogues de la IdUrd, tels que la 2’-désoxyuridine ou le 5-iodo-1,3-diméthyluracile, 
suggérant que le mécanisme sous-jacent n’est pas une protection contre la dégradation 
de [125I]IdUrd. 
Ces résultats ont été confirmés in vivo dans des souris nues xénogreffées. Après 
8 pré-injections i.p. de 0.1 mg de IdUrd, l’incorporation dans la tumeur était augmentée, 
respectivement, de 1.5, 2.3 et 2.8 fois dans les lignées U251, U87 et LN229. Toutefois, 
l’effet de la IdUrd sur l’incorporation de [125I]IdUrd n’était pas sélectif sur la tumeur et 
des augmentations de 1.3 à 2.8 fois étaient observées dans les tissus à renouvellement 
cellulaire rapide, tels que la rate, la moelle osseuse, l’estomac, l’intestin ou la peau. 
L’administration de dThd permettait aussi in vivo de bloquer l’incorporation de 
[125I]IdUrd dans la tumeur et les tissus normaux. L’ensemble de ces résultats suggèrent 
que l’administration combinée de IdUrd radiomarquée et non-marquée pourrait 
améliorer son potentiel non seulement thérapeutique mais aussi diagnostique contre le 
cancer. 
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 1.3 [125I]IdUrd et Mélange de Désoxyribonucléosides 
L’effet surprenant observé avec la IdUrd non-marquée a stimulé la réalisation du 
troisième volet de ce travail, dont l’objectif était de mieux étudier l’effet des 
désoxyribonucléosides sur l’incorporation de la IdUrd radiomarquée dans l’ADN. Dans 
ce contexte, il a été rapporté à plusieurs reprises qu’une administration d’un mélange de 
nucléotides restaurait et soutenait la prolifération des leucocytes et des entérocytes. 
Comme les cellules cancéreuses sont supposées utiliser plus efficacement les 
nucléotides exogènes que les cellules normales, il se peut qu’une administration de 
nucléotides puisse aussi stimuler la prolifération des cellules cancéreuses, augmentant 
ainsi le nombre de cellules potentiellement ciblées par la [125I]IdUrd. 
L’influence de différents mélanges de désoxyribonucléosides sur l’incorporation 
de [125I]IdUrd dans l’ADN a donc été évaluée dans trois lignées cellulaires humaines de 
glioblastomes. Les résultats ont montré que le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans 
l’ADN des cellules LN229, U87, et U251 était augmenté, respectivement, de 8.5, 6.2, et 
2.0 fois, après une coincubation de 4 h avec un mélange à concentration égale, de 10 
µM, de 2’-désoxyadénosine, 2’-désoxyuridine, 2’-désoxyguanosine et 2’-
désoxycytidine (AUGC). Un mélange sans 2’-désoxyuridine (AGC) permettait 
également d’augmenter de 2.2 fois l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des 
cellules LN229, alors que son remplacement par la dThd (ATGC) inversait l’effet du 
mélange. De plus, l’effet sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN augmentait 
conjointement avec le temps de coincubation avec le mélange de 
désoxyribonucléosides. Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des cellules 
LN229 et U87 était augmenté, respectivement, de 19.9 et 9.4 fois, par une coincubation 
de 9 h avec 10 µM de AUGC. L’effet était encore plus marqué lorsque les cellules 
atteignaient la confluence dans les puits. Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans 
l’ADN des cellules confluentes LN229 et U87 était augmenté, respectivement, de 40.9 
et 26.8 fois après une coincubation de 4 h avec 10 µM de AUGC. Une analyse par 
cytofluorométrie en flux a montré que le pourcentage de cellules en phase S du cycle 
cellulaire était augmenté après exposition des cellules confluentes à 10 µM de AUGC 
pendant 4 h. Ces résultats suggèrent qu’une co-administration d’un mélange équilibré 
de désoxyribonucléosides pourrait améliorer l’utilisation d’analogues de nucléotides 
radiomarqués, comme la [125I]IdUrd, pour le ciblage des cellules cancéreuses. 
Ce travail de thèse présente donc trois approches distinctes, parfois 
complémentaires, pour améliorer l’incorporation de la IdUrd radiomarquée dans l’ADN 
de glioblastomes à des fins diagnostiques ou thérapeutiques. 
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 Chapitre 2  
Introduction 
2.1 Ciblage Tumoral 
Bien que d’impressionnantes avancées aient été enregistrées ces dernières 
décennies dans le développement de vecteurs anti-tumoraux, le ciblage des cellules 
cancéreuses, que ce soit dans l’optique d’un diagnostic ou d’une thérapie, reste un 
redoutable défi. La difficulté réside essentiellement dans le fait que les cellules 
cancéreuses conservent des critères d’appartenance au soi : elles ne se distinguent que 
faiblement des cellules saines qui les entourent et échappent ainsi au contrôle du 
système immunitaire. La recherche en Oncologie doit donc se focaliser sur les quelques 
caractéristiques propres au cancer, telle l’altération structurelle du tissu, l’état de dé-
différentiation des cellules cancéreuses entraînant la sur-expression d’antigènes ou de 
récepteurs normalement présents à certaines étapes de la maturation cellulaire ou encore 
la perturbation et l’accélération du métabolisme et du cycle cellulaire. Concernant le 
diagnostic clinique, le scanner, l’échographie, l’imagerie par résonance magnétique 
nucléaire (IRM) ou la tomographie numérisée (CT) détectent certaines altérations 
structurelles au niveau du tissu. Il est aussi possible de cibler des marqueurs tumoraux 
par des vecteurs radiomarqués, comme les anticorps ou les analogues d’agonistes ou 
d’antagonistes de récepteurs de surface cellulaire (1). Par exemple, certains anticorps 
monoclonaux peuvent favoriser la localisation scintigraphique de carcinomes 
surexprimant l’antigène carcino-embryonnaire (2, 3). D’autres ont même démontré des 
propriétés thérapeutiques aussi bien lorsqu’ils étaient radiomarqués que non-marqués. 
C’est le cas, par exemple, de l’anticorps monoclonal anti-B1, qui est dirigé contre 
l’antigène CD20 exprimé dans les lymphomes B non-Hodgkiniens (4). Certaines 
tumeurs neuroendocrines peuvent aussi être ciblées par l’octréotide, un analogue de la 
somatostatine, lorsqu’elles surexpriment le récepteur de ce dernier (5). Enfin, 
l’accélération du métabolisme tumoral est mise en évidence au moyen d’une 
tomographie par émission de positons (TEP) avec du fluorodésoxyglucose marqué au 
18Fluor ([18F]FDG) (6). 
L’une des caractéristiques principales des cellules malignes est leur aptitude à 
proliférer rapidement. Bien que la radiothérapie ou certaines chimiothérapies avec des 
inhibiteurs de la division cellulaire, comme le méthotrexate (MTX) ou le 5-fluorouracile 
(5-FU), reposent sur cette caractéristique, il n’existe à l’heure actuelle aucun diagnostic 
non-invasif de la division cellulaire applicable in vivo. Pourtant, une telle information 
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 serait de toute première importance quant à l’orientation et le pronostic du traitement 
oncologique. Ce travail se fixe donc comme but, l’étude et le développement d’un 
marquage de la prolifération cellulaire à des fins non seulement diagnostiques mais 
aussi thérapeutiques. 
2.2 Cycle Cellulaire 
La division cellulaire est à la base du développement et de la maintenance d’un 
organisme vivant. Pour qu’une cellule en engendre deux, elle doit accomplir un 
parcours complexe, composé de plusieurs phases caractérisées par des événements 
cellulaires distincts : les phases G0, G1, S, G2 et M (Figure 1). En phase G0, les cellules 
sont dites au repos ou quiescentes. Soit elles se différentient pour accomplir des tâches 
spécifiques, nécessaires au fonctionnement de l’organisme. Soit elles attendent un 
moment favorable pour s’engager dans une division. Ou enfin, elles sont devenues 
sénescentes et proches de la mort. La phase G1 est caractérisée par la mise en route du 
programme de division, qui se traduit par la synthèse d’ARN et de protéines nécessaires 
à la réplication de l’ADN. Ce n’est que dans cette phase du cycle, que des mécanismes 
de régulation répondant à des signaux extracellulaires déterminent si la cellule s’engage 
dans une nouvelle division cellulaire ou si elle interrompt son cycle pour entrer en phase 
de repos G0. La progression en phase G1 nécessite une stimulation continuelle par des 
mitogènes et peut être stoppée par des cytokines antiprolifératives. Une fois qu’un point 
critique est franchi dans la phase G1, les cellules deviennent réfractaires à tout signal de 
régulation de la croissance cellulaire et s’engagent dans un processus autonome de 
division (7). En phase S, une réplication semi-conservative de l’ADN assure la 
pérennité de l’information génétique dans les cellules filles. Elle se termine lorsque 
chaque chromosome est composé de 2 chromatines sœurs identiques. La phase G2 est 
une phase de transition entre la fin de la synthèse de l’ADN et la division même de la 
cellule. Durant cette transition, les liaisons phosphates entre protéines augmentent 
considérablement, indiquant que la phosphorylation constitue un mécanisme important 
pour les profondes réorganisations structurelles qui accompagnent l’entrée des cellules 
dans la mitose (8). La phase M, qui commence par une division nucléaire (mitose) et 
s’achève par une division cytoplasmique (cytodiérèse), est divisée en prophase, 
métaphase, anaphase et télophase. La prophase est caractérisée par la fragmentation de 
l’enveloppe nucléaire, la formation du fuseau mitotique et la condensation des 
chromosomes. En métaphase, les chromosomes se rassemblent sur la ligne médiane du 
fuseau mitotique. En anaphase, les chromatines sœurs se séparent et migrent chacune 
d’un côté du fuseau. En télophase, le fuseau mitotique se défait, deux nouvelles 
enveloppes nucléaires se forment et le cytoplasme se scinde en deux pour donner 
naissance à deux cellules filles. Le mode d’enchaînement et la durée des phases du 
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 cycle cellulaire peuvent varier grandement d’un type cellulaire à un autre. Des signaux 
extérieurs contrôlent à la fois l’entrée dans le cycle à partir de l’état de repos (phase G0) 
et la sortie du cycle cellulaire vers la différentiation terminale. Plusieurs points de 
contrôle assurent le bon déroulement des événements dans le cycle cellulaire. 
Figure 1. Les quatre phases du cycle cellulaire 
En cas de problème, des mécanismes de régulation complexes provoquent l’arrêt 
du cycle au niveau de ces points de contrôle pour permettre, par exemple, la réparation 
de dommages dans l’ADN, le réajustement des chromosomes sur le fuseau mitotique ou 
encore pour enclencher un programme de suicide cellulaire en présence d’altérations 
trop importantes (9). Ces mécanismes ont donc pour but de préserver l’intégrité de 
l’information génétique en éliminant tout risque de présence d’un génome muté ou 
instable dans les cellules filles. Ils doivent être tout particulièrement élaborés et 
performants chez les mammifères à durée de vie longue, comme l’être humain, où 
l’instabilité génétique, même limitée à quelques cellules, constitue une sérieuse menace 
pour la survie de tout l’organisme. Malgré les garde-fous très performants que la nature 
a développés, il arrive parfois que des altérations génétiques se produisent dans des 
cellules et leur confèrent une résistance aux mécanismes de contrôle de la phase G1. Ces 
cellules tendent à rester perpétuellement en division. Il en découle une perturbation 
considérable des processus de maturation et de différentiation cellulaire qui se 
produisent normalement lors de la phase G0. Le processus de dégénérescence maligne 
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 est enclenché et peut entraîner de redoutables conséquences. La lutte contre le cancer 
passe donc forcément par une compréhension des mécanismes de régulation du cycle 
cellulaire, tout particulièrement en phase G1. 
2.3 Régulation du Cycle Cellulaire 
2.3.1 Synthèse et destruction cycliques de protéines 
Le cycle cellulaire est régulé de façon très complexe par un enchaînement de 
synthèses et de destruction de protéines appelées cyclines (Figure 2). 
Figure 2. Régulation du cycle cellulaire par les cyclines. 
Les cyclines sont des sous-unités régulatrices positives de kinases (CDK) 
impliquées dans la régulation de la progression dans le cycle cellulaire. Chez les 
vertébrés, 9 cyclines (A à I) ont été actuellement découvertes et au moins 8 CDKs 
(CDK1 à CDK8) semblent impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (10). Une 
cycline donnée peut s’associer à différents partenaires CDKs et vice-versa (11), ce qui 
rend l’attribution de fonctions pour chaque complexe CDK-cycline très compliquée. La 
plupart des cyclines des vertébrés semblent plutôt ubiquitaires, exceptées les cyclines de 
type D : les cellules expriment, selon leur fonction, soit une association D2 et D1, soit 
une association D2 et D3, sans doute fonctionnellement non-équivalente (12). 
L’apparition et la disparition périodiques de complexes CDK-cycline distincts assurent 
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 l’alternance des phases S et M dans les cellules en division (13). Les niveaux des 
complexes CDK-cyclines durant les différentes phases du cycle cellulaire sont 
déterminés par la combinaison d’induction et de répression transcriptionnelles et par le 
minutage de la destruction protéolytique (14). La phosphorylation réversible des CDKs 
peut contrôler, en fonction du site de phosphorylation, soit positivement soit 
négativement l’activité de ces kinases. L’activité des enzymes qui phosphorylent ou 
déphosphorylent les CDKs est, elle-même, contrôlée par phosphorylation. Quelques 
facteurs de transcription tels que MYC jouent un rôle important pour la progression 
dans le cycle cellulaire, en régulant directement les phosphatases (CDC) qui contrôlent 
l’activité des CDKs et aussi, probablement, indirectement l’expression des cyclines 
(15). Bien que la régulation des complexes CDK-cyclines soit relativement bien connue 
(14), il reste encore beaucoup à apprendre sur les substrats physiologiques de ces 
kinases. 
2.3.2 Complexes CDK4 et CDK6 - cycline D 
La progression dans la phase G1 peut être soit stimulée par des mitogènes ou 
facteurs de croissance soit bloquée par des cytokines antiprolifératives. Pour permettre 
l’entrée de la cellule dans le cycle cellulaire depuis la phase G0, un mitogène doit 
stimuler l’expression des cyclines de type D (D1, D2 et D3). Ces cyclines vont 
s’assembler, toujours sous stimulation mitogénique, avec des kinases dépendantes des 
cyclines D (CDK4 et CDK6), pour former un holoenzyme cataboliquement actif dès le 
milieu de la phase G1 avec un maximum atteint lors de la transition de G1 à S (12). Bien 
que l’activité du complexe n’influence le cycle que pendant le point critique de la phase 
G1, elle persiste tout au long du premier cycle et des cycles suivants si la stimulation 
mitogénique continue. Par contre, en l’absence de stimulation mitogénique, l’activité 
enzymatique chute rapidement à cause de la nature particulièrement labile des cyclines 
D et les cellules en phase G1 sortent rapidement du cycle. 
La cycline D1 est surexprimée dans beaucoup de cancers humains comme 
résultat d’amplifications de gènes ou de translocations ciblées sur le locus D1 (CCND1) 
du chromosome 11q13 (16). L’amplification du chromosome 11q13 est fréquente dans 
un large spectre de cancers, mais pas dans les gliomes (17). Ces derniers, de même que 
les sarcomes, présentent plutôt une amplification du gène codant pour le partenaire 
catalytique CDK4 de la cycline D1. Toutefois, la région amplifiée comprend plusieurs 
autres oncogènes potentiels incluant MDM2, antagoniste du gène p53, de telle sorte 
qu’il n’est pas possible d’évaluer l’impact d’une sur-expression de CDK4 sur la 
malignité des gliomes et des sarcomes. Concernant les cyclines D2 et D3, leur sur-
expression n’a pas été rapportée, probablement parce que leurs gènes se situent dans des 
régions chromosomiques stables (7). 
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 2.3.3 Protéines pRB et E2Fs 
Les complexes CDK4-cycline D ou CDK6-cycline D phosphorylent certains 
substrats, dont la modification est nécessaire pour le passage en phase S (Figure 3). La 
protéine suppresseur du rétinoblastome (pRB) est l’une de ces cibles (18). La pRB et 
d’autres protéines similaires, comme p130 et p107, contrôlent l’expression de gènes 
nécessaires à l’entrée en phase S par l’entremise d’une famille de régulateurs 
transcriptionnels hétérodimériques appelés E2Fs (19). Sous sa forme hypophosphorylée, 
pRB empêche la transactivation des gènes cibles des E2Fs en formant un complexe 
répresseur avec ces derniers. La phosphorylation de pRB par les CDKs dépendantes des 
cyclines D libère les E2Fs, leur permettant d’activer leurs gènes cibles (20). Les CDKs 
dépendantes des cyclines A ou B maintiennent probablement pRB dans son état 
hyperphosphorylé jusqu’à ce que les cellules aient effectué une mitose complète et 
soient retournées dans les phases G1 ou G0 (21). 
 
CDK 4 / 6
Cycline D
 
Figure 3. Régulation de la transcription nécessaire à l’entrée en phase S. 
Les régulateurs transcriptionnels E2Fs déclenchent, entre autres, l’expression 
des gènes codant pour la dihydrofolate réductase (DHFR), la thymidine kinase (TK), la 
thymidylate synthétase (TS), l’ADN polymérase-A (POL), la CDC2, la cycline E et 
probablement aussi la cycline A. De plus, certains E2Fs, comme E2F-1, stimulent 
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 rétroactivement leur propre transcription. Dans le cas où pRB se révéle non-
fonctionnelle, les E2Fs peuvent transactiver librement les gènes nécessaires pour 
dépasser le point critique entre la phase G1 et S. L’activation des CDKs n’est donc plus 
indispensable et les protéines INK4 ne peuvent plus bloquer le cycle en phase G1 (Voir 
plus loin). De plus, une stimulation par un signal extracellulaire ou des facteurs de 
croissance n’est plus nécessaire, la durée de la phase G1 est réduite et les cellules 
diminuent de taille (22). Ce dysfonctionnement est souvent observé dans certains types 
de cancers. 
Concernant les gènes E2Fs, bien qu’ils soient le dernier maillon de la voie de 
régulation de l’expression des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire, leur sur-
expression, mutation ou inactivation n’est actuellement pas démontrée dans les cancers 
humains (7).  
2.3.4 Complexes CDK2 - cyclines A et E 
Le processus enclenché par le complexe CDK4-cyclines D ou CDK6-cyclines D 
est ensuite accéléré par un autre holoenzyme, le complexe CDK2-cycline E, qui est 
indépendant des mitogènes. Dans les cellules en division, l’expression de la cycline E 
est périodique et maximale lors de la transition de la phase G1 à S, où elle forme un 
complexe actif avec son partenaire catalytique CDK2 (23). Son renouvellement 
incessant est nécessaire à cause d’une protéolyse rapide, dépendante de l’ubiquitine E 
(24). Comme l’expression du gène de la cycline E est contrôlée par les E2Fs, le 
complexe CDK2-cycline E, en activant les E2Fs par phosphorylation de pRB, stimule 
rétroactivement la transcription de la cycline E (21). Cet effet rétroactif positif, couplé à 
la stimulation par certains E2Fs de leur propre transcription, produit une rapide 
augmentation de l’expression génique nécessaire à l’entrée en phase S. 
La combinaison CDK2-cycline E qui permet la transition entre les phases G1 et 
S doit faire place ensuite à la combinaison CDK2-cycline A pour permettre la 
progression en phase S (25). La synthèse de la cycline A débute tardivement dans la 
phase G1. Le complexe formé, CDK2-cycline A, se lie aux E2Fs régulés par pRB et 
phosphoryle un de leurs composants hétérodimériques, empêchant ainsi leur liaison à 
l’ADN (26). L’annulation de la transactivation induite par les E2Fs dépend de la 
présence du complexe CDK2-cycline A, car le complexe CDK2-cycline E ne peut en 
faire autant. Il se peut aussi que le complexe CDK2-cycline A agisse sur des protéines 
dont la phosphorylation pourrait promouvoir la synthèse d’ADN ou empêcher la re-
formation des complexes CDKs préexistants (7). 
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 Des altérations dans les gènes des cyclines E et A sont très rares dans les cancers 
humains (17). Dans des conditions expérimentales, la sur-expression de la cycline E est 
tolérée (27). 
2.3.5 Autres complexes enzymatiques 
La cycline A s’associe ensuite à CDC2 pour permettre la progression dans la 
phase G2, puis le complexe se dissocie et c’est au tour de la cycline B de s’associer à 
CDC2 pour permettre le passage de la phase G2 à M (28). Cette kinase phosphoryle 
beaucoup de protéines, dont l’histone H1, pRb ou le CTD de l’ARN polymérase II (29). 
Une de ses actions les mieux étudiées est la phosphorylation des lamines, qui entraîne le 
désassemblage de la lamina nucléaire (29). 
Il est probable que des complexes CDK-cycline régulent l’activité d’autres 
complexes CDK-cycline. CDK7 s’est par exemple révélée être la sous-unité catalytique 
d’une kinase activant les CDK (CAK) (30), qui active CDC2 en phosphorylant le résidu 
thréonine 161 localisé dans un domaine « T-loop » et présent dans la plupart des CDKs 
(31, 32). Un des deux autres polypeptides de CAK a été identifié comme étant la cycline 
H (33).  
Les informations concernant les autres cyclines et CDKs sont plus éparses et 
moins bien documentées. Leurs partenaires catalytiques ne sont pas toujours connus. 
2.3.6 Protéine p21CIP1 
La protéine p21 est surexprimée dans les cellules en sénescence. Elle est le 
produit du gène CIP1 dont l’expression peut être induite par p53 (16). La protéine p21 
peut se lier à différents complexes CDK-cyclines, en particulier les complexes avec 
CDK2 ou CDK4, et bloquer leur interaction avec des substrats et/ou CAK (34). 
Cependant, on la trouve aussi dans des complexes actifs CDK-cycline. Ainsi, p21 
pourrait jouer un rôle bivalent, en fonctionnant soit comme facteur d’assemblage, soit 
comme inhibiteur, en fonction de la stoichiométrie du complexe CDK-cycline-p21 (35). 
Cette protéine interagit aussi avec la sous-unité δ de l’ADN polymérase (PCNA), 
inhibant ainsi la réplication de l’ADN sans affecter la réparation (36). La protéine p21 
peut en outre être régulée par d’autres voies indépendantes de p53, en particulier durant 
le développement lors de la différentiation terminale (37). 
2.3.7 Protéine p27KIP1 
Le gène KIP1 pourrait être directement impliqué dans le contrôle au niveau du 
point de restriction de la phase G1. Son produit, p27, de structure similaire à p21, est 
exprimé à des taux élevés dans les cellules quiescentes, mais dès que celles-ci entrent 
dans un cycle cellulaire, ces niveaux chutent (Figure 4) (38). Cette protéine est 
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 impliquée dans l’inhibition de la prolifération induite par TGF-β ou par contact (39). 
L’expression de p27 ne semble pas être régulée au niveau transcriptionnel, mais plutôt 
au niveau translationnel ou post-translationnel. Son renouvellement peut être accéléré 
par la phosphorylation induite par le complexe CDK2-cycline E. La protéine p27 
inactive plusieurs complexes CDK-cycline différents, en particulier les complexes avec 
CDK2 et CDK4, et l’on a suggéré que sa disponibilité pour l’inhibition des complexes 
CDK2-cyclines E et A dépendait de l’abondance du complexe CDK4-cycline D, lequel, 
à son tour, était régulé par TGF-β. Lorsque des fibroblastes en prolifération sont privés 
de sérum contenant des mitogènes, non seulement la synthèse de l’inhibiteur p27 
augmente, mais en plus celui-ci est relâché par les complexes CDK-cycline D, étant 
donné que les cyclines D sont dégradées (7). La perte de l’activité kinase dépendante 
des cyclines D couplée à l’inhibition de CDK2 induite par p27 provoque un arrêt en 
phase G1-G0. L’inhibition anti-sens de la synthèse de p27 dans le cycle cellulaire 
empêche les cellules de devenir quiescentes (40). Une inactivation homozygote des 
gènes KIP1 et CIP1 n’a pas été rapportée. 
Figure 4. Expression de p27 et des cyclines dans le cycle cellulaire. 
2.3.8 Protéines p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, et p19INK4d 
Les produits des gènes INK4 sont des inhibiteurs polypeptidiques des CDK 
structurellement et fonctionnellement distincts de p21 et p27. Les quatre protéines 
connues, p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, et p19INK4d se lient exclusivement à CDK4 et 
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 CDK6 et bloquent leur interaction avec les cyclines, entraînant un arrêt du cycle 
cellulaire en G1 (41). Plus particulièrement, p15 pourrait être un médiateur clé de l’arrêt 
de la prolifération induit par des facteurs de croissance négatifs, tels que TGF-β (42). 
Quant à p16, elle pourrait jouer un rôle non-essentiel mais important dans le contrôle de 
la réponse à certains types de dommage ou à des signaux inappropriés dus à des 
oncogènes ou des mitogènes. D’autre part, p16 pourrait être une protéine de sénescence 
comptant le nombre de divisions cellulaires, puisqu’elle s’accumule dans les cellules au 
fur et à mesure qu’elles se divisent (43). 
Beaucoup de cancers présentent des mutations qui inactivent la fonction 
inhibitrice du gène INK4a sur les CDKs (17). Comme le produit d’INK4a régule non-
seulement les CDKs associées à la cycline D1, mais aussi celles associées aux cyclines 
D2 et D3, et que ces complexes phosphorylent à leur tour non seulement la protéine 
pRB, mais aussi d’autres protéines apparentées, INK4a est donc plus fréquemment 
impliqué dans l’oncogenèse que les gènes des protéines se trouvant en aval dans la voie 
de régulation. Des délétions homozygotes du locus INK4a apparaissent communément, 
notamment dans les gliomes (7). 
2.3.9 Protéine p53 
Le produit du gène p53 possède des caractéristiques propres aux facteurs de 
transcription, c’est-à-dire des signaux de localisation nucléaire dans la région COOH-
terminale et un domaine acide dans la partie NH2-terminale. Il se combine en tétramère 
qui se comporte comme un activateur transcriptionnel aussi bien in vitro que in vivo et 
sa liaison avec l’ADN se fait de façon séquentiellement spécifique. Habituellement, sa 
concentration cellulaire est faible et régulée temporellement et spatialement en fonction 
du cycle cellulaire. Cependant, lors d’un dommage dans l’ADN ou en réponse à un 
certain stress, la protéine p53 s’accumule dans les cellules (44). La voie de transduction 
du signal qui recrute p53 n’est pas totalement élucidée, mais elle inclut certains gènes 
tels que ATM (Figure 5) (7). Quant au mécanisme de contrôle endogène capable de 
réguler le niveau de protéines p53, il pourrait impliquer l’autorégulation de p53 sur son 
propre promoteur (45) ou alors la stabilisation d’une molécule p53 dont la demi-vie est 
normalement très courte. Son accumulation dans une cellule aboutit à un arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1 tardive (44). Au lieu de se diviser, la cellule croît en taille et peut 
acquérir de multiples noyaux, rappelant en cela les effets de beaucoup d’agents 
cytotoxiques, comme les inhibiteurs de la synthèse des nucléotides. En fait, p53 induit 
un arrêt en phase G1 en déclenchant l’activation d’une cascade de gènes, tels que CIP1, 
le gène codant pour p21, l’inhibiteur de CDK (46). Comme p21 limite 
l’hyperphosphorylation de pRB, celle-ci peut se lier aux E2Fs et inactiver ainsi la 
transcription des gènes nécessaires au passage en phase S. La cellule tente alors de 
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 réparer son ADN avant de le répliquer. Si la réparation échoue à cause de dommages 
trop sévères dans l’ADN, de drogues chimio-thérapeutiques ou encore à cause de la sur-
expression de MYC et E1A, p53 peut alors induire l’apoptose. Le lancement du 
programme d’apoptose ne semble, cette fois-ci, pas dépendre de p21, mais p53 pourrait 
activer directement des gènes de mort cellulaire tels que BAX, ou inhiber l’expression 
de gènes de survie tels que BCL-2 (47). Il semble donc qu’il y ait une coopération entre 
la voie de régulation par pRB et p53 qui détermine si p53 induit l’arrêt en G1 ou 
l’apoptose. En effet, si la fonction de pRB est défectueuse, p53 induira l’apoptose par 




























Régulation du cycle cellulaire
Figure 5. Arrêt du cycle cellulaire par p53 après des dommages dans l’ADN. 
Le type sauvage de p53, lorsqu’il est exprimé dans des cellules transformées 
avec un mutant p53 endogène ou dans des cellules nullizygotes pour p53, exerce un 
effet antiprolifératif et antitumorigène. Cela explique pourquoi p53 est l’un des gènes 
les plus fréquemment mutés dans les cancers humains (48). L’inactivation par mutation 
non-sens de p53 est une caractéristique fréquente de beaucoup de néoplasmes humains. 
En ce qui concerne les glioblastomes, des pertes alléliques sur le bras court du 
chromosome 17 se produisent à des fréquences équivalentes à toutes les étapes du 
développement tumoral astrocytaire (49). Il en résulte une recombinaison mitotique de 
la région 17p13-17pter contenant le gène p53 (45). La malignité astrocytaire progresse 
donc par expansion clonale de sous-populations cellulaires avec des degrés croissants 
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 d’altération du gène p53. La plupart des mutations ponctuelles du gène p53 altèrent la 
conformation et prolongent la demi-vie de la protéine produite, si bien que, lorsque les 
formes sauvage et mutante coexistent, la protéine mutante agit de façon trans-dominante 
en séquestrant la protéine sauvage par oligomérisation et en atténuant sa fonction. Il 
existe aussi des cas de cancers où la fonction de p53 est altérée sans toutefois que le 
gène p53 n’ait subi de mutation. La sur-expression du type sauvage de p53 dans 
certaines tumeurs pourrait être une conséquence de la perte d’un autre gêne suppresseur 
de tumeur, tel que WAF1/Cip, dans la région distale du chromosome p17. Les lésions 
dans ce gène provoqueraient une dérégulation transcriptionnelle de p53, soit par des 
perturbations dans sa voie de dégradation, soit par une phosphorylation modifiée 
altérant sa conformation (50). Il se peut aussi, dans certains cancers, que des défauts de 
transcription ou de translation du gène p53 empêchent la synthèse d’une protéine p53 
sauvage fonctionnelle. Dans des sarcomes à tissu mou, p53 est apparemment rendue 
inactive par le produit de MDM2, un proto-oncogène qui peut être induit et amplifié par 
p53. Celui-ci neutralise l’action de p53 en se liant et inhibant le domaine de 
transactivation acide de p53 (45). 
Bien que l’on ne puisse détecter que peu d’effets de p53 sur la sensibilité aux 
radiations de cultures de cellules poussant asynchroniquement, l’inactivation de p53 
résulte en une forte augmentation de la survie clonogénique, quand les cellules 
synchronisées par sélection mitotique ont été irradiées dans la phase précoce G1. Pour 
réduire la clonogénéicité cellulaire par un log 1, il a été montré qu’il fallait passer d’une 
dose d’irradiation de 3.26 ± 0.12 Gy dans les cellules exprimant le p53 fonctionnel à 
une dose de 7.41 ± 0.44 Gy dans les cellules où le p53 était inactivé. La protéine p53 
pourrait donc arrêter les cellules en phase G1, ce qui serait le facteur déterminant pour la 
sensibilité des cellules aux radiations ionisantes (51). 
2.4 Synthèse et Réparation de l’ADN 
2.4.1 Transmission de l’information génétique 
L’acide désoxyribonucléique (ADN) contient l’information génétique nécessaire 
à la construction et au fonctionnement d’une cellule et de l’ensemble de l’organisme. La 
duplication précise de cette information, d’une génération à l’autre, assure la continuité 
génétique de chaque espèce. En fait, l’ADN est un polymère linéaire composé de 
seulement quatre types de bases, appelées nucléotides (Figure 6). Cependant, leurs 
multiples combinaisons permettent la transmission de l’information génétique sous 
forme de code. Chez les mammifères, l’ADN est composé d’un assemblage de plus 
d’une centaine de millions de nucléotides. L’importante taille du génome le rend 
vulnérable à toute une collection d’agents endogènes ou exogènes pouvant provoquer 
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 des dommages dans l’ADN. Les accidents potentiellement mutagéniques et 
cytotoxiques nécessitent donc constamment l’excision et le remplacement des 
nucléotides endommagés par des mécanismes de réparation de l’ADN. Ces derniers 
doivent être particulièrement fiables et performants, puisque l’ADN est le garant de 
l’information génétique. Toutefois, le degré d’exactitude des procédures de correction 
n’exclut pas totalement les erreurs. 
Purines






















































Figure 6. Structure chimique des nucléotides. 
2.4.2 Structure des nucléotides 
Un nucléotide est formé d’un sucre à cinq atomes de carbone (pentose) dont le 
carbone 1’ est relié à une base organique et le carbone 5’ à un groupe phosphate. Le 
type de pentose des nucléotides constitue la principale différence entre l’ARN (ribose) 
et l’ADN (désoxyribose). La seule autre différence est le remplacement d’une base 
organique dans l’ARN (uracile) par une autre base dans l’ADN (thymine). Les bases 
organiques composant les acides nucléiques sont soit des purines constituées de deux 
cycles condensés (adénine et guanine) soit des pyrimidines constituées d’un seul cycle 
(cytosine, uracile et thymine). La présence d’atomes d’azote dans les cycles de ces 
molécules hétérocycliques leur confère un caractère basique, bien qu’aucune ne soit 
protonée à pH neutre. Le caractère acide des nucléotides est en fait dû à la présence du 
phosphate, qui se dissocie dans les conditions physiologiques, pour libérer des protons 
et laisser une charge négative sur le groupe phosphoryle. Les cellules et le milieu 
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 extracellulaire renferment une faible concentration de nucléosides, une combinaison de 
sucre et de base dépourvue de groupe phosphoryle. Le tableau 1 présente la 
nomenclature des quatre types de ribonucléosides et désoxyribonucléosides. 
 
Tableau 1. Nomenclature des nucléosides et nucléotides 
Bases Nucléoside Nucléotide  mono-, di-, tri-phosphate 
Dans l’ARN      
Adénine (A) Adénosine Adénylate AMP ADP ATP 
Guanine (G) Guanosine Guanylate GMP GDP GTP 
Cytosine (C) Cytidine Cytidylate CMP CDP CTP 
Uracile (U) Uridine Uridylate UMP UDP UTP 
Dans l’ADN 
Adénine (A) Désoxyadénosine Désoxyadénylate dAMP dADP dATP 
Guanine (G) Désoxyguanosine Désoxyguanylate dGMP dGDP dGTP 
Cytosine (C) Désoxycytidine Désoxycytidylate dCMP dCDP dCTP 
Thymine (T) Thymidine Thymidylate dTMP dTDP dTTP 
 
2.4.3 Structure des acides nucléiques 
La polymérisation des nucléotides en acides nucléiques est obtenue par liaison 
phosphodiester, avec perte d’une molécule d’eau, entre l’hydroxyle du carbone 3’ du 
pentose d’un nucléotide et le groupe phosphoryle d’un autre nucléotide. Un brin d’acide 
nucléique est donc un polyester avec orientation chimique 5’-3’ dont les groupes 
latéraux sont des bases puriques ou pyrimidiques. L’ADN se compose de deux brins 
d’acides nucléiques torsadés l’un autour de l’autre en forme d’hélice bicaténaire, avec 
une orientation anti-parallèle (sens 5’-3’ opposés). Les deux brins sont maintenus 
ensemble par l’appariement strict d’une base d’un brin à une base de l’autre brin par 
l’entremise d’interactions hydrophobes, de van der Waals et de liaisons hydrogènes. La 
géométrie d’une double hélice nécessite l’appariement d’une purine (A ou G), plus 
volumineuse, avec une pyrimidine (C ou T), plus petite, comme A est apparié à T et G à 
C dans l’ADN cellulaire. Les bases sont régulièrement espacées de 0.34 nm le long de 
l’axe de l’hélice, d’où la présence de 10 bases par tour. 
2.4.4 Réplication de l’ADN 
Dans la cellule, la synthèse d’ADN bicaténaire procède par réplication des deux 
brins originaux, selon les règles d’appariement de Watson-Crick, et formation de deux 
nouveaux double brins consistant en un brin original et sa réplique. La synthèse d’ADN 
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 bicaténaire est donc semi-conservatoire. Elle nécessite des désoxyribonucléotides 
triphosphates comme précurseurs, car l’hydrolyse du pyrophosphate libéré lors de la 
formation de la liaison diester entre le nucléotide entrant et le brin naissant, fournit 
l’énergie nécessaire à l’élongation de la chaîne. La synthèse d’ADN bicaténaire 
progresse généralement dans les deux sens à partir de points particuliers, appelés 
origines de réplication. Dans chacun des sens se forme une fourche de réplication 
composée d’au moins 20 protéines différentes, toutes chargées d’assister les ADN 
polymérases dans la construction du nouveau chromosome. Les interactions entre ces 
molécules et l’ADN sont très complexes et encore sujettes à beaucoup d’interprétations 
et d’interrogations (52). C’est pourquoi, seule une description sommaire des 
mécanismes généralement acceptés est présentée ici. En premier lieu, les hélicases et les 
topo-isomérases détordent les deux brins appariés par leurs bases et torsadés, de façon à 
les rendre accessible au complexe enzymatique. Les topo-isomérases, en incisant 
l’ADN, relâchent la tension résultant de l’enroulement de l’hélice bicaténaire et 
permettent ainsi aux brins de tourner l’un autour de l’autre (53). Elles colmatent ensuite 
les incisions dans l’ADN pour permettre la migration de la fourche de réplication. 
Lorsque la réplication est terminée, elles désenchevêtrent les chromosomes-fils. En plus 
du déroulement d’une portion de l’hélice bicaténaire, l’initiation de la synthèse d’ADN 
par l’ADN polymérase α associée à une primase nécessite une amorce préexistante 
d’acide nucléique, c’est-à-dire le groupe hydroxyle de l’extrémité 3’ d’un ADN ou d’un 
ARN conjugué aux brins originaux, appelés matrices. Dans une fourche de réplication, 
les deux brins-matrices sont ensuite copiés simultanément dans le sens 5’-3’ par 
différentes polymérases. Toutefois, comme les deux brins-matrices sont antiparallèles, 
la réplication d’un d’entre eux est obtenue par polymérisation discontinue, afin de 
respecter le sens 5’-3’. Un brin-fils est donc synthétisé de façon continue dans le sens 
du déplacement de la fourche de réplication, alors que l’autre est synthétisé de façon 
discontinue dans le sens opposé à la progression de la fourche de réplication et à mesure 
que de nouvelles zones du brin-matrice deviennent accessibles. Cette synthèse 
discontinue nécessite la conjugaison sur le brin-matrice de courtes amorces d’ARN par 
des ARN primases, afin de permettre la polymérisation de segments discontinus 
d’ADN, appelés fragments d’Okazaki. L’ADN polymérase dégrade alors les amorces 
d’ARN par l’entremise de son activité de nucléase et comble les lacunes par insertion de 
désoxyribonucléotides. Enfin, une ligase scelle l’un à l’autre les fragments d’Okazaki 
adjacents. En outre, une télomérase pallie tout raccourcissement qui pourrait toucher les 
brins-fils. 
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 2.4.5 Réparation de l’ADN 
Le maintien de l’intégrité de l’information génétique est crucial pour l’individu 
et pour l’espèce. Comme le génome est soumis à toute une gamme d’agents 
mutagéniques endogènes et environnementaux, des mécanismes de réparation très 
performants doivent être constamment en action. Lors de la réplication de l’ADN, les 
erreurs de copie sont corrigées de deux façons. D’une part, les ADN polymérases 
possèdent la faculté de reconnaître les bases incorrectement introduites (mésappariées) à 
l’extrémité 3’ d’une chaîne naissante et de les éliminer grâce à leur activité 
d’exonucléase 3’-5’. D’autre part, les bases mésappariées du nouveau brin sont 
reconnues par un système de surveillance, éliminées électivement puis remplacées grâce 
à une synthèse de chaîne sur la matrice intacte (54). Un résidu nucléotidique altéré est 
en fait corrigé par le remplacement d’un court segment. En dehors de la réplication, des 
dommages peuvent survenir dans l’ADN à tout moment, par divers agents chimiques 
(ex : fumée de tabac) ou par l’hydrolyse de l’eau et la génération de radicaux 
hydroxyles sur la trajectoire d’une radiation ionisante (ex : lumière UV). Heureusement, 
un mécanisme d’excision-réparation de bases (BER) reposant sur toute une panoplie 
d’enzymes reconnaît les paires de bases endommagées, les excise et agrandit la brèche 
monocaténaire pour que l’ADN polymérase puisse recopier le brin intact et que la ligase 
puisse souder les bouts libres du nouveau brin. En premier lieu, une ADN glycosylase 
spécifique au type de dommage casse la liaison base-désoxyribose du résidu 
nucléotidique endommagé. L’endonucléase APE1 ou HAP1 vient ensuite déloger 
l’ADN glycosylase de la zone endommagée, coupe le brin du côté 5’ du site abasique, 
puis recrute la polymérase POL β. Cette dernière libère le résidu 5’-
désoxyribophosphate, insère un nouveau nucléotide, et recrute le complexe LIG3-
XRCC1. La LIG3 scelle la brèche, permettant ainsi à POL β de se dissocier de l’ADN. 
Enfin, le complexe LIG3-XRCC1 est libéré et une ADN méthyltransférase rétablit l’état 
de méthylation originel de l’ADN (55). Toutefois, la réparation de dommages touchant 
les deux brins d’ADN provoque quelquefois une cassure du double brin. Des mutations 
ou des erreurs de réparation létales découlent souvent de ce type de dommage à cause 
de la perte de nucléotides autour de la brèche (56). 
2.5 Régulation Allostérique de la Synthèse des 
Nucléotides 
La synthèse des précurseurs nucléotidiques de l’ADN est régulée de différentes 
manières. Pour leur incorporation dans l’ADN, les désoxyribonucléosides doivent être 
phosphorylés trois fois. La quantité de désoxyribonucléotides triphosphates présents 
dans la cellule influence par effet rétroactif leur propre synthèse. Concernant les bases 
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 puriques, une quantité élevée de dATP inhibe la ribonucléotide réductase et donc la 
synthèse de tous les nucléotides destinés à l’ADN en provenance de l’ARN. À l’opposé, 
une quantité élevée de dGTP augmente la production de dATP tout en inhibant la 
synthèse des désoxyribonucléotides pyrimidiques. Pour ces derniers, une régulation sur 
la ribonucléotide réductase ne fait pas de distinction entre la dTTP et la dCTP. Le point 
« charnière » est la synthèse de novo de dTMP par la thymidylate synthétase (TS) à 
partir de dUMP. Comme la dUMP peut être produite à partir de la dCMP déaminase, 
une quantité élevée de dCTP ou de dUTP favorise la synthèse de dTMP et donc de 
dTTP. Par contre, une quantité élevée de dTTP inhibe la réduction des pyrimidines et 
donc la production de dCTP et de dUTP tout en favorisant la synthèse de dGTP. Outre 
la synthèse de novo par la TS, la dTTP est aussi obtenue par phosphorylations 
successives de la dThd par la dThd kinase (TK) à travers la voie de récupération des 
nucléotides. La cellule doit disposer pour cela d’une réserve préexistante de dThd. La 
synthèse de dTTP par la voie de récupération associée à son catabolisme régule donc 
directement l’équilibre entre les réserves disponibles des bases pyrimidiques (57). 
2.6 Inhibition de la Synthèse de Thymidine 
La thymidylate synthétase (TS), caractérisée à partir de souches de lactobacillus 
casei résistantes au méthotrexate (58), est composée de 2 sous-unités d’un poids 
moléculaire de 35,000 Daltons. Elle catalyse une réaction de novo [1], dans laquelle un 
groupe méthyle provenant du 5,10-méthylène-tétrahydrofolate est transféré en position 
C-5 sur un désoxyuridylate (dUMP). La réduction du groupe carbone est obtenue par 
oxydation du tétrahydrofolate en dihydrofolate. Durant cette réaction d’oxydoréduction, 
l’hydrogène en position C-6 du tétrahydrofolate est transféré sur le groupe méthyle de la 
thymidylate (dTMP). 
5,10-Méthylène-tétrahydrofolate + dUMP -> Dihydrofolate + dTMP [1] 
La constante de Michaelis (Km) de la TS en présence ou absence de Mg+2 (10mM) 
est respectivement de 5.1 x 10-6 M ou 6.8 x 10-7 M pour le dUMP et de 3.2 x 10-5 M ou 
1.2 x 10-5 M pour le 5,10-méthylène-tétrahydrofolate. Une molécule de TS peut 
fabriquer 175 molécules de dTMP toutes les minutes. Une synthèse continue de dTMP 
n’est cependant possible que grâce au renouvellement du donneur du groupe méthyle 
via un cycle de réaction passant par la réduction de la dihydrofolate en tétrahydrofolate 
par la dihydrofolate réductase [2], suivie d’une autre réaction dans laquelle le 5,10-
méthylène-tétrahydrofolate est généré à nouveau à partir du tétrahydrofolate. 
Dihydrofolate + NADPH + H+ -> Tétrahydrofolate + NADP+ [2] 
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 Les cellules constamment en division, comme les cellules cancéreuses, sont 
particulièrement vulnérables à une inhibition de la synthèse de dTMP, car elles ont des 
besoins accrus de dTMP pour la synthèse d’ADN. La TS et la dihydrofolate réductase 
sont donc des cibles de choix pour la chimiothérapie du cancer. Concernant la TS, elle 
peut être inhibée irréversiblement par le 5-fluorouracile (5-FU) ou la 5-fluoro-2’-
désoxyuridine (FdUrd). Ces derniers sont convertis in vivo en fluorodésoxyuridylate 
(FdUMP), un analogue de la dUMP, qui agit comme substrat non-convertible de la TS. 
Comme l’atome de Fluor ne peut être extrait par l’enzyme, la catalyse est bloquée au 
stade où la FdUMP forme un complexe covalent avec le groupe sulfhydrique de 
l’enzyme et le méthylène-tétrahydrofolate. La synthèse de dTMP peut aussi être 
bloquée en inhibant la régénération de tétrahydrofolate. Des analogues de la 
dihydrofolate, tels que l’aminoptérine ou le méthotrexate (ou améthoptérine) sont de 
puissants inhibiteurs compétitifs (Ki < 10-9 M) de la dihydrofolate réductase (Figure 7). 
Le méthotrexate est par exemple utilisé avec un certain succès dans la chimiothérapie de 

































Figure 7. Inhibition de la synthèse de novo de thymidine. 
Lorsque la synthèse de dTMP est bloquée, la déplétion de dTTP augmente la 
production de dCTP et de dUTP de façon incontrôlée, entraînant l’incorporation de 
dUTP dans l’ADN. De même, la FdUTP résultant d’un traitement avec FdUrd ou 5-FU 
est aussi incorporée dans l’ADN. Une incorporation erronée de dUTP ou de FdUTP 
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 peut provoquer la mort cellulaire via excision de la base par la uracile-DNA glycosylase 
et tentative de réparation en absence de dTTP. Les insertions répétitives de dUTP qui 
s’ensuivent provoquent des dommages et finalement la fragmentation de l’ADN par 
induction d’endonucléases, probablement en réponse à un programme de suicide 
cellulaire. Dans le cas où l’incorporation erronée de dUTP est maintenue de façon stable 
dans l’ADN, elle peut interférer avec l’expression génique (57). 
2.7 La 5-Iodo-2’-désoxyuridine 
C’est en 1959 que la base pyrimidique halogénée 5-Iodo-2’-désoxyuridine 
(IdUrd) a été décrite pour la première fois comme marqueur de la prolifération cellulaire 
et donc vecteur potentiel de radioisotopes dans l’ADN (59). Il ne s’est écoulé pas plus 
d’une année pour que son potentiel radiosensibilisateur soit aussi démontré (60). 
Toutefois, l’utilisation de la IdUrd est restée, depuis, essentiellement confinée à la 
recherche, comme outil pour l’analyse de la cinétique cellulaire (61, 62). 
La IdUrd est en fait un analogue de la dThd dans lequel le groupe 5-méthyle de 
la base pyrimidique de la dThd est remplacé par un atome d’iode (Figure 8). Comme les 
rayons de van der Waals du groupe méthyle et de l’atome d’iode sont similaires, 
respectivement de 2.0 Å et 2.15 Å, la IdUrd peut entrer en compétition avec la dThd 
pour s’incorporer dans l’ADN pendant la synthèse ou la réparation de ce dernier (63, 
64). 
La IdUrd emprunte la voie de récupération des désoxyribonucléosides pour 
s’incorporer dans l’ADN. Après son transport à travers la membrane facilité par un 
transporteur de nucléosides, elle est phosphorylée en IdUrd monophosphate (IdUMP) 
par la TK (Figure 7) (65). La IdUMP peut ensuite être soit phosphorylée en IdUTP et 
incorporée dans l’ADN à la place de la dTTP, soit déhalogénée en désoxyuridylate 
(dUMP) (66, 67) et servir de substrat pour la synthèse de novo de dTMP par la TS. Bien 
que son taux d’incorporation soit plus faible que la dThd, la IdUrd peut donc 
s’incorporer en grande quantité dans l’ADN de cellules en divisions, et même parfois de 
façon stable pendant toute la vie de la cellule et de sa progéniture (68). L’incorporation 
de IdUrd se produit pendant la phase de synthèse de l’ADN (phase S) du cycle cellulaire 
(63, 64) ou pendant la réparation de l’ADN en phase G1 suite à des dommages 
sublétaux de la chromatine (69). Si la IdUrd n’est pas incorporée dans l’ADN in vivo, 
elle est rapidement déhalogénée ou déglycosylée en iodouracile (66, 67). 
Dans une tumeur, il y a toujours des cellules qui accomplissent un cycle 
cellulaire et qui sont donc susceptibles d’incorporer la IdUrd dans leur ADN lors de leur 
passage en phase S. Le marquage de la IdUrd avec des radioisotopes devrait donc 
permettre de cibler ces cellules en vue d’un diagnostic ou d’une thérapie du cancer. 




















Figure 8. Structure de la 5-Iodo-2’-désoxyuridine. 
2.7.1 Synthèse et radiomarquage 
Comme la IdUrd possède un atome d’iode sur sa base pyrimidique, celui-ci peut 
être remplacé par un radioisotope de l’iode. Un radiomarquage de la IdUrd présente un 
grand intérêt clinique dans l’optique d’un diagnostic ou d’une thérapie de cancers à 
cinétique de prolifération rapide. 
Lorsqu’on utilise des radioisotopes possédant une demi-vie courte, il est 
primordial de pouvoir synthétiser le vecteur radiomarqué rapidement, afin d’éviter un 
déclin significatif du radioisotope et de réduire les dommages radiolytiques occasionnés 
sur les molécules voisines (70). Le radiomarquage de la IdUrd peut être réalisé quasi 
instantanément. Deux voies de synthèse sont décrites dans la littérature. Dans la 
première, une déstannylation est produite par oxydation d’un précurseur tributylstannyl 
(Bu3SnUdR) via l’hydrogène peroxyde. Dans la deuxième, la démercuration d’un 
précurseur chloromercurique (CIHgUdR) est obtenue en phase aqueuse en présence de 
iodogène et du radioisotope. Des contrôles de qualité par HPLC ont montré que la 
contamination en métaux est faible et donc que ces voies de synthèse ne nécessitent 
aucune étape de purification supplémentaire. L’utilisation d’un précurseur mercure 
favorise une formulation kit, puisque le dérivé métallique est stable lorsqu’il est placé 
dans une solution aqueuse (71, 72). 
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 2.7.2 Radioisotopes de l’iode 
La toxicité biologique des radioisotopes se désintégrant à l’intérieur des cellules 
peut être attribuée aux ionisations induites par les radiations, les excitations, les 
transmutations chimiques et les effets de charge locale. Parmi les radioisotopes de l’iode 
susceptibles de marquer la IdUrd, certains présentent un intérêt clinique dans le cadre 
d’un diagnostic, d’autres dans le cadre d’une thérapie. 
L’iode-131 (131Iode) est un émetteur de rayonnements β- d’une énergie 
maximale de 610 KeV (moy : 190 KeV) et γ de 364 KeV (80 %), avec une demi-vie de 
8.05 jours. Ce radioisotope de l’iode est sans aucun doute le plus connu et le plus utilisé 
en clinique. Son efficacité dans le traitement de certains cancers de la thyroïde n’est 
plus à démontrer. D’autre part, il peut être couplé à toutes sortes de vecteurs, comme les 
anticorps (1-3), afin de délivrer ses puissants rayonnements β- à proximité de la cible. 
La possibilité d’un suivi scintigraphique du traitement par ses rayonnements γ est aussi 
un atout non-négligeable (73). Toutefois, lors d’un marquage avec la IdUrd, l’131Iode 
n’est probablement pas toxique pour les cellules en division à l’intérieur desquelles il 
est ciblé, car ses rayonnements β- agissent dans un rayon de 100 à 200 µm et donc 99 % 
de son énergie est dispersée dans les cellules environnantes (74, 75). La IdUrd marquée 
à l’131Iode semble donc appropriée pour des masses tumorales, plutôt que pour des 
cellules cancéreuses éparses entourées de tissu sain. 
Dans le contexte d’une molécule s’incorporant directement dans l’ADN, comme 
la IdUrd, l’utilisation d’émetteurs Auger offre probablement une meilleure sélectivité 
sur les cellules en prolifération que les rayonnements β-. En effet, une désintégration par 
capture d’électrons et conversion interne produit des électrons Auger de basse énergie 
(20 à 30 KeV), qui possèdent un rayon d’action très limité (< 1 µm), mais délivrent une 
très haute énergie linéaire dans la matière. Une fois donc incorporés dans l’ADN, de tels 
radioisotopes induisent de graves dommages aux paires de base se situant dans la 
proximité immédiate du site de désintégration. Il en découle, la plupart du temps, une 
cassure irréparable du double brin d’ADN et la mort de la cellule ciblée. Parmi les 
radioisotopes de l’iode, l’iode-123 et l’iode-125 sont des émetteurs Auger (Figure 9). 
L’iode-125 (125Iode) est un puissant émetteur de rayonnements Auger (21 
électrons par désintégration), car il se désintègre de façon prédominante par conversion 
interne (93 %) (76). L’incorporation de IdUrd radiomarquée avec l’125Iode ([125I]IdUrd) 
dans l’ADN cellulaire peut donc provoquer, en théorie, une cassure du double brin 
d’ADN par désintégration Auger (77, 78). Les résultats publiés montrent que la survie 
cellulaire est diminuée de façon exponentielle, sans effet d’épaulement sur la courbe de 
survie, avec une efficacité biologique relative entre 7 et 8, c’est-à-dire de l’ordre des 
rayonnements α (74, 75, 79, 80). Par contre, la désintégration de l’125Iode dans le 
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 cytoplasme (80, 81), dans la membrane plasmique (82) ou hors de la cellule (79, 80) ne 
produit pas d’effets létaux particuliers et résulte en une courbe de survie similaire à 
celle observée avec les rayons X, c’est-à-dire un épaulement distinct, une pente peu 
inclinée et une efficacité biologique relative de 1 (83). En conséquence, la [125I]IdUrd 
est capable de provoquer d’importants dommages dans l’ADN des cellules en division, 
sans porter atteinte à l’intégrité des cellules environnantes qui ne se divisent pas. 
L’utilisation clinique de la [125I]IdUrd est toutefois limitée par sa demi-vie relativement 
longue (60 jours) et ses rayonnements γ (35 KeV) énergétiquement trop faibles pour 







Figure 9. Cassure du double brin d’ADN par rayonnements Auger. 
 
L’iode-123 (123Iode) est un émetteur de rayonnements Auger et γ de 159 KeV. 
Ce radioisotope présente certains avantages non-négligeables par rapport à l’125Iode. 
D’une part, sa demi-vie de 13.2 h favorise un traitement plus court avec une diminution 
de la toxicité non-spécifique à long terme. D’autre part, ses rayonnements γ autorisent 
un suivi du traitement par scintigraphie. Concernant les rayonnements Auger, l’
123
Iode 
produit 11 électrons de basse énergie par désintégration (84). Comparé à l’125Iode, il 
faut donc deux fois plus de désintégrations d’123Iode pour produire autant d’électrons et 
donc de dégâts dans l’ADN (78, 85). L’efficacité biologique relative de l’123Iode 
avoisine les 6. Toutefois, cette efficacité moindre par rapport à l’125Iode est compensée 
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 par une demi-vie plus courte qui, dans un temps donné et au même taux d’incorporation 
dans l’ADN, entraîne un plus grand nombre de désintégration par cellule. L’utilisation 
clinique de la IdUrd marquée à l’123Iode pourrait être limitée avant tout par un coût 
élevé, car la production d’123Iode est difficile et donc onéreuse. 
L’iode-124 (124Iode) est un émetteur de rayonnements γ et β+ de 2.13 MeV, avec 
une demi-vie de 4.15 jours. Ce radioisotope présente essentiellement un intérêt pour le 
diagnostic. Une tomographie par émission de positons (TEP) offrirait une meilleure 
détection que les conventionnelles scintigraphies par rayonnement γ. Toutefois, ce 
radioisotope n’est pas non plus un pur émetteur β+ et une étude clinique récente a 
montré que les rayonnements γ de la [124I]IdUrd pouvaient entraver la détection 
tumorale en perturbant l’acquisition β+ (86). 
2.7.3 Considérations sur une application clinique 
De précédentes études ont démontré, après administration i.v. chez l’animal, 
qu’une incorporation substantielle de IdUrd radiomarquée apparaissait dans les tissus à 
renouvellement cellulaire rapide et persistait avec une vitesse d’élimination lente (87-
90). La IdUrd radiomarquée peut donc servir à cibler les cellules cancéreuses dont la 
prolifération est rapide. Cette molécule présente aussi certains avantages non-
négligeables par rapport à d’autres vecteurs antitumoraux. D’une part, sa taille 
relativement petite, de 354.1 Dalton, lui permet de diffuser plus rapidement et 
profondément dans la tumeur, comparé, par exemple, à un anticorps environ 500 fois 
plus volumineux. D’autre part, son marquage avec des émetteurs Auger, comme 
l’125Iode ou l’123Iode, lui permet de cibler sélectivement les cellules en prolifération, 
avec une innocuité presque totale en dehors de l’ADN. 
L’utilisation clinique de la IdUrd radiomarquée présente toutefois plusieurs 
limitations importantes. Premièrement, la IdUrd est instable in vivo, avec une demi-vie 
moyenne dans la circulation sanguine inférieure à 5 minutes chez l’homme (87) et 7 
minutes chez la souris (91). Deuxièmement, la IdUrd radiomarquée s’incorpore 
indifféremment dans toutes les cellules en division, normales ou cancéreuses, 
entraînant, après administration par voie systémique, une toxicité élevée sur les tissus 
normaux à renouvellement cellulaire rapide, comme la moelle osseuse, la rate, l’intestin, 
l’estomac ou encore la peau.  Enfin, la IdUrd radiomarquée n’est incorporée que dans 
l’ADN des cellules cancéreuses engagées en phase S du cycle cellulaire ou 
éventuellement dans des cellules cancéreuses procédant à des réparations de l’ADN. 
Ainsi, dans le cas d’une thérapie, les cellules cancéreuses se trouvant dans une autre 
phase du cycle cellulaire, c’est-à-dire la majorité, échappent au traitement. 
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 Dans le cadre d’une thérapie du cancer avec la IdUrd radiomarquée, ces 
limitations peuvent être contournées de différentes façons. D’une part, une 
administration locale, intra-cavitaire, intra-tumorale ou intra-artérielle favorise 
l’incorporation de la IdUrd radiomarquée dans les cellules tumorales et évite une trop 
grande dispersion dans l’ensemble de l’organisme. Mariani et col. ont montré que 15 à 
50 % des cellules tumorales peuvent capter la IdUrd radiomarquée lorsque celle-ci est 
injectée directement dans la lésion (92). De plus, les effets secondaires sur les tissus 
normaux à renouvellement cellulaire rapide sont diminués. L’effet sélectif sur la tumeur 
est d’autant plus marqué que les cellules environnant la tumeur se divisent peu ou pas 
du tout. D’autre part, une infusion continue ou séquentielle de IdUrd radiomarquée 
permet de cibler les cellules tumorales au fur et à mesure qu’elles s’engagent en phase S 
du cycle cellulaire. Kassis et col. ont montré qu’une infusion intracérébrale de 
[125I]IdUrd sur plusieurs jours permettait de supprimer la tumeur dans 10 à 20 % des 
rats porteurs de gliosarcomes 9L (93). 
Les propriétés diagnostiques et thérapeutiques de la IdUrd radiomarquée ont été 
évaluées dans plusieurs modèles animaux de glioblastome, de carcinome méningeal, de 
cancer de la vessie ou encore de tumeur ovarienne sous forme d’ascites (94). Plus 
récemment, des résultats concernant la IdUrd radiomarquée ont été rapportés dans des 
patients souffrant de cancer colorectal, gastrointestinal, du cerveau, des poumons, de la 
vessie, et aussi de métastases hépatiques du cancer colorectal (95). Ces études montrent 
que l’utilisation clinique de la IdUrd radiomarquée est plus particulièrement appropriée 
pour les cancers à cinétique de prolifération cellulaire rapide, comme les glioblastomes 
(86, 96, 97). 
2.7.4 Les glioblastomes comme cibles potentielles 
La IdUrd radiomarquée pourrait se révéler particulièrement efficace pour traiter 
des tumeurs aggressives par infusions locales, continues ou répétées. Ces conditions 
sont réunies dans le cadre du traitement de tumeurs primaires du cerveau. En effet, ces 
tumeurs sont associées à une croissance rapide, une faible différentiation, une 
augmentation du nombre de cellules malignes, de mitoses, de nécroses et de 
prolifération vasculaire. Par opposition, l’environnement intracrânien, isolé du reste de 
l’organisme par la barrière hémato-encéphalique, est essentiellement constitué de 
cellules quiescentes (98, 99). Les tumeurs primaires du cerveau proviennent, la plupart 
du temps, de la dégénérescence maligne de cellules gliales. D’origine ectodermique, les 
cellules gliales sont deux fois plus nombreuses que les neurones dans le système 
nerveux et peuvent se diviser encore plusieurs années après la naissance de l’organisme. 
Elles sont classifiées en astrocytes de type 1 et 2, oligodendrocytes, microglie, cellules 
épendymaires, auxquelles s’ajoutent les cellules de Schwann du système nerveux 
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 périphérique. Ces cellules ne conduisent pas de potentiel d’action, mais encadrent les 
neurones dans leur fonction, en les nourrissant, recyclant les neurotransmetteurs, isolant 
les axones avec la myéline, synthétisant des hormones, etc… Les tumeurs d’origine 
astrocytaires, plus spécifiquement les astrocytomes de grade III/IV et les glioblastomes 
multiformes de grade IV, constituent plus de 40 % des tumeurs intracrâniennes 
primaires. Elles sont associées à un très mauvais pronostic clinique et touchent environ 
6 personnes sur 100'000 par an, avec une moyenne d’âge de 55 ans seulement. 
Actuellement, les traitements utilisés sont l’administration antioedémateuse de stéroïdes 
(ex : dexaméthasone), la chirurgie, la radiothérapie (plus de 60 Gy) et la chimiothérapie 
(ex : procarbazine, vincristine, BCNU, etc…). Ce type de tumeur n’engendre pas de 
métastases extracrâniennes. Cependant, elles progressent par infiltration dans le tissu 
cérébral, si bien qu’une résection chirurgicale complète de la tumeur sans destruction de 
tissu vital est rarement possible. Cette limitation, combinée avec une faible tolérance du 
cerveau pour la radiothérapie et une forte résistance de la tumeur aux chimiothérapies 
existantes (100), conduit à un taux élevé de récurrence et une perte de contrôle de la 
croissance tumorale (101). Les patients finissent par mourrir d’une hernie cérébrale 
causée par l’augmentation de la pression intracrânienne quand la tumeur atteint 250 à 
300 grammes. 
L’absence de traitement efficace contre les tumeurs primaires du cerveau, en 
particulier les glioblastomes, rend toute nouvelle stratégie thérapeutique attractive. Le 
potentiel thérapeutique de la IdUrd radiomarquée a donc été le centre d’intérêt de 
plusieurs études récentes sur les tumeurs cérébrales. Des autoradiographiques dans des 
rats porteurs des tumeurs du cerveau montrent que la IdUrd radiomarquée est 
incorporée sélectivement dans l’ADN de la glie néoplasique et ne touche pas le tissu 
normal (93, 96). Une administration locale de [125I]IdUrd pourrait ainsi cibler les 
cellules tumorales sans effets secondaires sur le cerveau normal. 
2.8 Objectifs du Travail 
Ce travail s’inscrit dans l’optique d’un diagnostic ou d’une thérapie des 
glioblastomes par la IdUrd radiomarquée. L’administration de IdUrd radiomarquée lors 
d’une thérapie se ferait dans la cavité postopératoire après résection de la tumeur, alors 
que le diagnostic se ferait par injection systémique. Ce travail avait donc pour but 
d’évaluer la faisabilité d’un diagnostic ou d’une thérapie des glioblastomes par la IdUrd 
radiomarquée. L’incorporation dans l’ADN et les effets radio-cytotoxiques de la IdUrd 
marquée à l’125Iode ([125I]IdUrd) ont été évalués in vitro dans trois lignées cellulaires 
humaines de glioblastomes. Ces lignées ont été choisies en fonction de leur expression 
différentielle du gène p53 : la lignée U87 est homozygote de type sauvage ; la lignée 
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 LN229 est hétérozygote ; la lignée U251 est homozygote de type mutant. Comme p53 
induit un arrêt en phase G1 tardive du cycle cellulaire en présence de dommages dans 
l’ADN, afin de permettre sa réparation ou l’apoptose, ces lignées pouvaient réagir 
différemment aux dommages causés par les rayonnements Auger de la [125I]IdUrd. 
Dans une seconde étape, la biodistribution de la [125I]IdUrd a été analysée dans la 
tumeur et les tissus sains de souris nues xénogreffées avec les mêmes lignées humaines 
de glioblastomes. 
Comme l’utilisation clinique de la IdUrd radiomarquée est limitée par sa 
dégradation rapide dans la circulation sanguine et par son incorporation tumorale 
restreinte aux cellules cancéreuses en phase S, différentes stratégies ont été étudiées 
pour augmenter son taux d’incorporation dans l’ADN des cellules cancéreuses. Alors 
qu’une augmentation de l’intensité du marquage par cellule est préférable dans le cadre 
d’un diagnostic, une thérapie nécessite plus spécifiquement l’augmentation du nombre 
de cellules cancéreuses ciblées par la IdUrd radiomarquée. Cette augmentation peut être 
obtenue de différentes façons : 1) en favorisant l’incorporation de la IdUrd 
radiomarquée dans l’ADN ; 2) en stimulant les cellules cancéreuses à s’engager en 
phase S ; 3) en rendant les cellules cancéreuses plus accessibles à la IdUrd 
radiomarquée.  
Dans ce travail, une première approche a été d’inhiber les enzymes impliquées 
dans la synthèse endogène de dThd, afin de favoriser l’incorporation de IdUrd 
radiomarquée dans l’ADN par la voie de récupération des nucléotides. La dihydrofolate 
réductase, dont la réaction catalyse la synthèse du méthylène-tétrahydrofolate, le 
donneur du groupe méthyle dans la synthèse de novo de dTMP, peut être bloquée par 
l’aminoptérine ou le méthotrexate. Des expériences ont été réalisées ici avec le 
méthotrexate. Toutefois, les résultats n’ont pas été concluants, car le méthotrexate 
paraissait bloquer irréversiblement les cellules, avant même qu’elles aient pu incorporer 
la IdUrd radiomarquée dans leur ADN. Une autre possibilité était d’inhiber directement 
la synthèse de novo de dTMP par le 5-fluorouracile (5-FU) ou la 5-fluoro-2’-
désoxyuridine (FdUrd). Cette approche n’était pas nouvelle. Cependant, elle a été 
abordée essentiellement dans une optique thérapeutique. Plusieurs études ont montré 
qu’il n’était pas toujours possible d’augmenter la toxicité de la IdUrd radiomarquée par 
la FdUrd ou le 5-FU, même si l’incorporation nucléaire de IdUrd radiomarquée était 
augmentée (102-108). Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour en expliquer la 
raison. D’une part, la FdUrd ou le 5-FU augmenterait l’incorporation de IdUrd dans 
l’ADN des cellules qui sont déjà en phase S, sans augmenter le nombre de cellules en 
phase S. D’autre part, la FdUrd et le 5-FU bloqueraient définitivement toutes les 
cellules après qu’elles aient incorporé la IdUrd dans leur ADN, si bien que la toxicité de 
la IdUrd radiomarquée ne ferait que se superposer à celle de la FdUrd. Dans ce dernier 
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 cas, l’utilisation de l’131Iode devrait se révéler plus appropriée, puisque ses 
rayonnements β- devraient permettre de toucher les cellules environnantes qui n’ont pas 
été ciblées par la FdUrd ou la IdUrd radiomarquée. Dans tous les cas, cependant, 
l’augmentation de l’incorporation de IdUrd radiomarquée dans l’ADN après inhibition 
de la TS reste intéressante dans une optique diagnostique. Les résultats présentés dans 
ce travail démontrent que l’injection combinée de IdUrd radiomarquée avec de faibles 
concentrations de FdUrd peut améliorer grandement la détection scintigraphique de 
tumeurs greffées sur des souris nues (109, 110). 
Dans une approche thérapeutique plus directe, cette fois-ci, il a été observé dans 
ce travail que l’administration combinée de IdUrd radiomarquée et non-marquée 
permettait non seulement d’augmenter l’incorporation de IdUrd radiomarquée dans 
l’ADN, mais aussi sa cytotoxicité (111). Ces résultats étonnants étaient en contradiction 
avec d’autres résultats publiés, qui montraient que l’incorporation de IdUrd 
radiomarquée dans l’ADN était inhibée compétitivement par la IdUrd non-marquée 
(112, 113). Toutefois, l’augmentation de l’incorporation de IdUrd radiomarquée par 
l’administration de IdUrd non-marquée a été confirmée in vitro dans trois différentes 
lignées humaines de glioblastomes et in vivo dans des souris nues xénogreffées (114). 
L’étude des mécanismes sous-jacents semble indiquer que des concentrations 
micromolaires de IdUrd non-marquée pourraient stimuler plus de cellules à s’engager 
en phase S au moment du traitement avec la IdUrd radiomarquée. Cette constatation a 
amené à s’interroger si la disponibilité de précurseurs de l’ADN ne pouvait pas être un 
facteur limitant pour la prolifération cellulaire. 
Une troisième partie du travail a donc consisté à évaluer le potentiel de différents 
mélanges de désoxyribonucléosides pour stimuler les cellules cancéreuses à entrer en 
phase S et incorporer la IdUrd radiomarquée dans leur ADN. Les résultats ont montré 
que l’abondance de précurseurs joue effectivement un rôle dans l’entrée des cellules en 
phase S. En effet, le taux d’incorporation de IdUrd radiomarquée dans l’ADN était 
augmentée in vitro par l’administration d’un mélange de désoxyribonucléosides dans les 
trois lignées de glioblastomes testées. L’effet était d’autant plus marqué que les cellules 
étaient confluentes. De plus, la composition du mélange en désoxyribonucléosides 
semblait influencer sa capacité à promouvoir l’incorporation de IdUrd radiomarquée 
dans l’ADN (115). 
Une autre approche cherchant à moduler la synthèse des nucléotides précurseurs 
de l’ADN n’a pas donné de résultats concluants. La ribonucléotide réductase réduit les 
ribonucléotides en provenance de l’ARN en désoxyribonucléotides destinés à l’ADN. 
Son inhibition par la fluoro-méthyl-désoxycytidine devrait donc favoriser l’utilisation 
de désoxyribonucléosides exogènes pour la synthèse d’ADN. 
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 Cependant, l’administration combinée de désoxyribonucléosides et de fluoro-
méthyl-désoxycytidine n’a pas permis d’augmenter l’incorporation de la IdUrd 
radiomarquée dans l’ADN au-delà de ce qui était obtenu avec un mélange de 
désoxyribonucléosides seul. La division cellulaire était là aussi probablement bloquée. 
En définitive, cette étude translationnelle propose de nouvelles stratégies pour 
optimiser l’utilisation diagnostique ou thérapeutique de la IdUrd radiomarquée dans le 
cadre des glioblastomes. Certaines propositions font déjà l’objet d’une étude clinique 
pour la détection scintigraphique de tumeur chez des patients atteints de glioblastomes. 
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 Chapitre 3  
Méthodologie Générale 
3.1 Radiomarquage de la IdUrd 
Différentes voies de synthèse ont été proposées dans la littérature (71, 72) : l’une 
d’entre elles passe par la déstannylation d’un précurseur tri-butyl-stannyl par oxydation 
via l’hydrogène peroxyde ; une autre passe par la démercuration d’un précurseur chloro-
mercurique placé en phase aqueuse en présence de iodogène et du radioisotope. Un 
contrôle de qualité par HPLC montre que la contamination en métaux est faible et donc 
que ces voies de synthèse ne nécessitent aucune étape de purification supplémentaire. 
Dans le cadre de ce travail, la [125I]IdUrd (activité spécifique de 74 TBq/mmol, 
2000 Ci/mmol) et la [3H]dThd (activité spécifique de 2.5 à 3 TBq/mmol, 70 à 85 
Ci/mmol) ont été obtenues d’Amersham International (Buckinghamshire, Grande-
Bretagne). Un marquage de la IdUrd avec l’123,125Iode a aussi été développé à partir du 
précurseur tri-butyl-stannyl 2’-désoxyuridine (Bu3SndUrd) pour les études 
dosimétriques en vue d’une étude clinique. 
Le Bu3SndUrd était produit à partir de 500 mg (1.41 mmol) de IdUrd dissout 
sous azote à 50°C dans 40 ml de 1,4-Dioxane. Le mélange était refroidi à température 
ambiante et 1.6 ml (3.1 mmol) de Bis(tributyltine) et 50 mg (0.04 mmol) de 
Tétrakis(triphényl-phosphine)palladium étaient ajoutés. Le mélange était chauffé à 
105°C sous azote pendant la nuit. Après évaporation, le culot était purifié par 
chromatographie sur colonne (gel Silica, chloroforme / méthanol à 92:8; Rf = 0.23). La 
fraction contenant le Bu3SndUrd était collectée et le solvant était enlevé au moyen d’un 
flux d’azote à température ambiante, et contrôlé par spectroscopie à résonance 
magnétique nucléaire.  
Pour le marquage de la IdUrd avec l’123,125Iode, des tubes recouverts d’un film 
très fin de iodogène étaient préalablement préparés par évaporation sous flux d’air 
d’une solution de chloroforme contenant 200 µg de iodogène. Les tubes étaient ensuite 
scellés et stockés à –20°C. Le jour du marquage, 100 µg de Bu3SndUrd étaient dissous 
dans 20 µl d’éthanol, puis 20 µl de tampon phosphate 0.1 M à pH=8 et 25 µl d’une 
solution de Na123,125Iode (74 MBq) étaient ajoutés. Ce mélange était vortexé et transféré 
dans un tube de verre recouvert de iodogène. L’activité restante dans le premier tube 
était dissoute dans 50 µl de tampon phosphate et ajoutée dans le tube recouvert de 
iodogène. Le remplacement du résidu Bu3Sn par l’iode radioactif était obtenu par une 
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 incubation de 20 min dans la glace. La réaction d’oxydation était rapide et quasi 
quantitative. La solution radiomarquée était ensuite transférée dans une seringue. Le 
tube était lavé avec 400 µl de NaCl 0.9 %, de manière à récolter l’activité restante et la 
transférer également dans la seringue. La solution finale était injectée dans un tube de 
microcentrifugation de 1.5 ml et acidifiée à pH=3 avec 20 µl d’acide acétique froid. 
La [123,125I]IdUrd était ensuite purifiée sur une colonne stérile échangeuse d’ions 
afin d’obtenir un produit final de qualité clinique (rétention de Bu3SnUdR, dUrd, Iode). 
La solution était injectée dans une cartouche SepPac RP-18 activée (10 ml d’éthanol, 20 
ml d’air, 20 ml de NaCl 0.9 %), lavée avec 5 ml de NaCl 0.9 % et le liquide restant était 
enlevé par passage de 20 ml d’air. La [123,125I]IdUrd était éluée de la cartouche avec 2 
ml d’éthanol / NaCl 0.9 % à 20:80. Enfin, 100 µl de tampon phosphate stérile 0.15 M à 
pH=7 étaient ajoutés pour ajuster le pH à 7, et la solution restante était passée à travers 
un filtre stérile MILEX de 0.22 µm.  
Cette procédure de synthèse et de purification modifiée par rapport au protocole 
publié (72) a permis d’obtenir de la [123,125I]IdUrd à une pureté radiochimique > 99.9 %, 
alors que la [125I]IdUrd obtenue commercialement n’était pure qu’à 80 - 90 %. De plus, 
le produit était stable pendant 3 semaines à 4°C. 
3.2 Contrôle de Qualité du Radiomarquage 
Le contrôle de qualité de la pureté radiochimique de la [125I]IdUrd a été effectué 
au moyen d’un analyseur linéaire automatique pour chromatographie sur couche mince 
(TLC) (Tracemaster 20 de Berthold, Allemagne). Cet appareil détecte les électrons au 
moyen d’un gaz composé à 90 % d’argon et 10 % de méthane (Carbagas, Genève) sous 
haute tension (1’380 V), à débit moyen de 0.5 l/h et pression de 3 bars. Les échantillons 
d’une activité de 0.5 à 4 µCi (= 12’500 à 100’000 cps) sont déposés sur une phase 
solide PEI cellulose F de Merck (Allemagne) et migrent dans une phase mobile de 
bicarbonate d’ammonium 0.2 M. Dans les expériences, > 80 % de la radioactivité était 
associée à la fraction de IdUrd radiomarquée (Figure 10). Comme le marquage de la 
[125I]IdUrd obtenue d’Amersham International (Buckinghamshire, Grande-Bretagne) 
n’était pas stable, la solution stock n’était pas utilisée au-delà de 3 semaines, c’est-à-dire 
en dessous de 80 % de marquage. 
Pour le marquage de la IdUrd avec l’123Iode au moyen du précurseur 
Bu3SndUrd, un contrôle de qualité par chromatographie liquide à haute pression 
(HPLC) a été effectué au moyen d’un système Varian 5000 équipé d’un détecteur 
Varian UV-100 et d’un détecteur de radioactivité Berthold LB 507 B (Allemagne). Un 
échantillon de 20 µl était injecté sur une colonne LiChoCART 250-4 remplie de 
Lichrospher-100 RP-18 (5 µm). La phase mobile était constituée d’un gradient de deux 
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 solvants permettant le contrôle du pH : (A) acide acétique dans l’eau à 0.1 % ; (B) 
méthanol. Les conditions de gradient étaient : de 0 à 10 min, 20 % B ; de 10 à 20 min, 






Migration de la phase mobile
Figure 10. Contrôle de qualité de la pureté radiochimique de la [125I]IdUrd au moyen d’une TLC 
3.3 Lignées Cellulaires et Conditions de Culture 
Trois lignées cellulaires humaines de glioblastomes ont été choisies en fonction 
de leur expression différentielle du gène p53 : U87, homozygote de type sauvage 
(American Type Culture Collection) ; LN299, hétérozygote (Div. de Neurochirurgie, 
Hôpitaux Universitaires de Genève) ; U251, homozygote de type mutant (American 
Type Culture Collection). Ces lignées ont été xénogreffées dans des souris nues suisses 
homozygotes nu/nu afin d’obtenir des cellules libres de tout mycoplasme. Les cellules 
ont été ensuite mises en culture sous forme de monocouche dans des flacons de 10 ml 
(Costar, Cambridge, USA) à 37°C dans une atmosphère humidifiée, de 95 % d’air et 5 
% de CO2. Le milieu de culture 1640 du Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) 
était complété avec 10 % de sérum de veau fœtal inactivé par chauffage (FCS), 2 mM 
de L-glutamine (0.3 g/l), 10 unités/ml de pénicilline et 10 µg/ml de streptomycine (tout 
de GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA). Afin de maintenir les cellules en phase 
exponentielle, elles étaient lavées deux fois par semaine dans un tampon salin phosphate 
(PBS) et incubées pendant 5 min en présence de 2.5 ml de trypsine-EDTA 1x (GIBCO 
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 BRL, Grand Island, NY, USA). Une fois les cellules détachées du fond du flacon, la 
réaction était stoppée par adjonction de 7.5 ml de milieu RPMI 1640 complet. Les 
cellules étaient récoltées dans des tubes de 15 ml, centrifugées à 500 x g, diluées et 
transférées à nouveau dans des flacons contenant 10 ml de milieu RPMI 1640 complet. 
Le temps de dédoublement cellulaire dans les flacons de culture, mesuré par comptage 
quotidien sur une semaine, était de 25.3 ± 0.8 h pour U251, 34.5 ± 0.6 h pour LN229 et 
34.6 ± 2.8 h pour U87. 
3.4 Évaluation de la Cytotoxicité 
3.4.1 Essais Colorimétriques MTT 
La méthode est un test non-clonogénique développé par Mosmann et col. (116) 
et modifié par Denizot et col. (117). Il s’agit d’un test colorimétrique basé sur la 
capacité des cellules à réduire un composé tétrazolium, le Bromure de 3-(4-5 
diméthylthiazol-2-yl)-diphényl tétrazolium (MTT) en formazan bleu par les 
déshydrogénases mitochondriales présentes uniquement dans les cellules vivantes 
métaboliquement actives. Le produit absorbe fortement vers 570 nm. Il est mesuré à 
l’aide d’un spectrophotomètre pour microplaques. Sous condition contrôlée, l’intensité 
de la coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Cependant, pour de 
nombreuses lignées cellulaires tumorales, ce test ne permet pas la distinction de 
cytotoxicité au-delà de 1 log (118). 
Les cellules étaient ensemencées dans des plaques de 96 puits à fond plat 
(Costar, Cambridge, USA) contenant 200 µl de milieu. Le test de toxicité n’était 
effectué qu’une fois les cellules en phase exponentielle. Après traitement, le milieu de 
culture était remplacé par du milieu sans sérum ni indicateur de pH, contenant 50 µg de 
MTT (Sigma catalogue n° M2128). Les plaques étaient ensuite incubées dans une étuve 
pendant 4 heures à 37 °C. En fin d’incubation, le milieu contenant le MTT était aspiré 
avec précaution au moyen d’une aiguille, pour ne pas perturber les cristaux formés. Les 
puits étaient à nouveau remplis avec 150 µl de DMSO (Merck, Darmstadt, Allemagne) 
et incubés pendant 30 minutes à 37 °C. Après agitation vigoureuse, la lecture des 
plaques se faisait à une longueur d’onde de 570 nm sur un compteur ELISA Anthos htII 
(Kontran Instruments, Salzburg, Autriche). La longueur d’onde de référence était fixée 
à 630 nm et la valeur de calibrage à 1.99 ou 1.00 si les échantillons étaient fortement 
colorés. 
3.4.2 Essais Clonogéniques 
Comme la toxicité de la [125I]IdUrd ne se traduit pas par une lyse immédiate des 
cellules et que ces dernières peuvent subsister plusieurs jours avant d’être détruites, il a 
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 fallu ajouter aux essais colorimétriques MTT un test tenant compte de la capacité des 
cellules à former des colonies (119). Ce test n’a toutefois pas pu être réalisé sur la lignée 
U87, car ces cellules ne forment pas de colonies mais se dispersent sur les boîtes de 
Pétri en milieu aqueux. 
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits à fond plat 
(Costar, Cambridge, USA) contenant 1 ml de milieu. Le test de toxicité était entrepris 3 
à 5 jours plus tard, lorsque les cellules étaient attachées au fond des puits et en phase 
exponentielle. Le traitement consistait en une incubation de 6 à 72 h à 37°C en présence 
de l’agent cytotoxique (généralement la [125I]IdUrd). Les puits étaient ensuite lavés 2 
fois avec du PBS froid. Les cellules étaient détachées avec 200 µl de trypsine-EDTA 1 
x, centrifugées, remises en suspension dans du milieu normal, et comptées. Un nombre 
approprié de cellules, produisant entre 30 et 300 colonies, selon un test préliminaire, 
était ensuite ensemencé dans des boîtes de Pétri de 100 x 20 mm (Falcon, Becton 
Dickinson U. K.) contenant 10 ml de milieu normal. Après 14 jours d’incubation dans 
une étuve à 37°C, le milieu était ôté, les boîtes étaient lavées avec du PBS froid, puis 
colorées avec une solution de 0.5 % de cristal violet dans du méthanol : acide acétique 
(3:1, v/v). Après rinçage des boîtes avec de l’eau, les colonies bleues contenant 50 
cellules ou plus étaient comptées. Chaque condition était répétée 3 à 4 fois dans une 
expérience et chaque expérience était répétée au moins 3 fois. La fraction de survie 
(S/So) était calculée par rapport aux puits contrôles non-traités. 
3.5 Test d’Incorporation dans l’ADN 
Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd ou de [3H]dThd dans l’ADN des cellules 
en culture a été mesuré par comptage de la radioactivité associée à l’ADN. Les cellules 
ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits à fond plat (Costar, Cambridge, USA) 
contenant 1 ml de milieu RPMI 1640 complet. Le test d’incorporation était entrepris 3 à 
5 jours plus tard, lorsque les cellules étaient attachées au fond des puits et, 
généralement, en phase exponentielle. Les cellules étaient incubées pendant un temps 
déterminé –généralement 4 h– en présence de 18.5 kBq/ml (0.5 µCi) de [125I]IdUrd ou 
de [3H]dThd. L’effet de pré- ou coincubations avec d’autres substances (ex : dThd, 
IdUrd, FdUrd, etc…) sur l’incorporation de [125I]IdUrd ou de [3H]dThd dans l’ADN 
était ensuite déterminé selon un protocole publié (106) : à la fin de l’incubation avec la 
[125I]IdUrd ou la [3H]dThd, les puits étaient rincés 3 fois, 1 fois avec du milieu RPMI 
1640 et 2 fois avec une solution tampon phosphate (PBS), afin d’enlever toute trace de 
radioactivité non spécifique libre et de FCS. Les cellules étaient ensuite détachées des 
puits par incubation de 10 min dans 0.2 ml de trypsine-EDTA 1 x. L’action de la 
trypsine-EDTA était stoppée par resuspension des cellules dans 0.2 ml de milieu RPMI 
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 1640 complet. Après avoir bien remué le milieu pour l’homogénéiser, un échantillon de 
10 µl était prélevé pour le comptage cellulaire sous microscope au moyen d’un 
hématocytomètre. Les cellules restantes étaient transférées dans un tube de 
centrifugation de 5 ml et lysées par addition de 0.4 ml de NaOH 1N. L’ADN était 
précipité par centrifugation à 2500 g pendant 20 min après addition de 0.4 ml d’acide 
trichloro-acétique (TCA) 10 %. La moitié supérieure du contenu du tube (0.6 ml) 
constituant la moitié du surnageant était prélevée. La moitié inférieure était considérée 
comme l’autre moitié du surnageant + le sédiment contenant l’ADN. La radioactivité 
associée à l’ADN était obtenue par la différence de radioactivité mesurée entre les deux 
fractions au moyen d’un compteur γ (Cobra QC 5002, Packard, US) pour la [125I]IdUrd 
et d’un analyseur par liquide de scintillation (Tri-Carb 2500 TR, Packard, US) pour la 
[3H]dThd, après addition de 10 ml de liquide de scintillation (Ultima GoldTM, Packard, 
US) par échantillon mesuré. La radioactivité associée à l’ADN était ensuite divisée par 
le nombre de cellules dans les puits déterminé par comptage sous miscroscope avec 
hématocytomètre (MBq/cellule). 
3.6 Cytofluorométrie en Flux 
La cytofluorométrie en flux a été utilisée pour déterminer le taux de marquage 
des cellules avec la IdUrd en corrélation avec les différentes phases du cycle cellulaire. 
Le principe de cette technique est similaire au microscope à fluorescence conventionnel, 
à la différence que les cellules sont en suspension dans un milieu salin. Afin d’assurer 
une illumination homogène de l’échantillon, les cellules sont injectées dans une veine 
dans laquelle elles subissent une pression différentielle, appelée focalisation 
hydrodynamique, qui les aligne au centre de la veine et les entraîne, une par une, devant 
un faisceau laser. Chaque cellule interceptée par le faisceau laser émet des signaux de 
diffusion et/ou de fluorescence acquise par un marquage préalable, qui sont corrélés à 
ses propriétés morphologiques et fonctionnelles. Ces signaux sont dissociés par un jeu 
de filtres optiques et de miroirs, captés par des photo-détecteurs, amplifiés, transformés 
en signaux électriques et numérisés. Les signaux émis par chaque cellule sont analysés 
et stockés au moyen d’un système informatique. 
Dans ce travail, une analyse à deux paramètres de fluorescence a été utilisée. Les 
brins d’ADN étaient marqués avec l’iodure de propidium (PI) (Fluka Chemie AG, 
Buchs, Suisse) et l’index de marquage de la IdUrd avec un anticorps monoclonal murin 
anti-BrdUrd cross-réactif avec la IdUrd (Cat. n°347680, Becton Dickinson, San Jose, 
CA, USA). Ce dernier était lui-même ciblé par un anticorps ovin anti-IgG murin 
conjugué avec la fluorescéine isothiocyanate (FITC) (Cat. n°F26543, Fluka Chemie 
AG, Buchs, Suisse). Les cellules étaient ensemencées dans des flacons contenant 10 ml 
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 de milieu complet. Une fois en croissance optimale, elles étaient incubées pendant 1 h à 
37°C avec 10 µM de IdUrd, de façon à marquer un maximum de cellules en phase S. 
Les substances étudiées (ex : dThd, IdUrd, FdUrd, etc…) étaient pré- ou co-
administrées avec la IdUrd. Après l’incubation, les cellules étaient lavées 2 fois avec du 
PBS contenant 0.5 % d’albumine de sérum bovin (BSA), afin d’enlever toute substance 
non-incorporée dans l’ADN. Les cellules étaient ensuite détachées par trypsinisation, 
récoltées, comptées sous microscope, puis centrifugées pendant 15 min à 500 x g. Le 
culot était resuspendu dans du PBS 1 x dans la glace et déversé goutte-à-goutte, sous 
vortex, dans des tubes préalablement remplis avec 5 ml d’éthanol 70 % à -20°C, jusqu’à 
une concentration finale de 1 à 100 x 106 cellules. Après une incubation de 30 min dans 
la glace, les cellules fixées étaient centrifugées pendant 10 min à 500 x g et 10°C, puis 
le surnageant était aspiré avec précaution. Le culot était défait sous vortex et 1 ml d’une 
solution fraîchement préparée de HCl 2 N / BSA 0.5 % / PBS était ajoutée goutte-à-
goutte dans les tubes sous vortex. Les cellules étaient incubées pendant 30 min à 
température ambiante dans cette solution afin de dénaturer les molécules d’ADN en 
simple brin. Après centrifugation de 10 min à 500 x g, le culot était resuspendu dans 1 
ml de sodium borate 0.1 M (Na2B4O7) à pH = 8.5. Cette solution neutralisante était 
enlevée des tubes après une nouvelle centrifugation de 10 min à 500 x g. À cette étape, 
les cellules étaient soit stockées à -20°C dans l’éthanol 70 %, soit incubées pendant 30 
min à température ambiante dans 1 ml d’une solution tampon de Tween-20 0.5 % / BSA 
0.5 % / PBS, à laquelle était ajoutée 20 µl de l’anticorps anti-BrdUrd pour 1 x 106 
cellules. Après une centrifugation de 5 min à 500 x g, les cellules étaient à nouveau 
incubées pendant 30 min à température ambiante dans 50 µl de la solution tampon 
Tween-20 0.5 % / BSA 0.5 % / PBS, à laquelle était ajoutée 1 µg de l’anticorps anti-IgG 
marqué au FITC. Après une dernière centrifugation de 5 min à 500 x g, le culot était 
resuspendu dans 1 ml de PBS 1x contenant 5 µg/ml de PI. L’intensité du marquage de 
l’ADN au PI permet de déterminer si la cellule a dupliqué ses chromosomes et donc 
franchi la phase S pour se retrouver en phase G2 avant la mitose. Après une dernière 
incubation de 30 min à température ambiante et à l’obscurité, les échantillons cellulaires 
étaient analysés par cytofluorométrie en flux (FacScan) à une longueur d’onde 
d’excitation de 488 nm. La fluorescence verte liée au FITC, c’est-à-dire à la IdUrd, était 
analysée à travers un filtre « bandpass » de 514 nm et la fluorescence rouge du PI, c’est-
à-dire de l’ADN, à travers un filtre de longueur d’onde de 600 nm. 
3.7 Souris et Modèle de Tumeur 
Les souris nues suisses mâles homozygotes nu/nu, obtenues de Iffa Credo 
(L’Abresle, France), ont été maintenues dans des conditions aseptisées. La nourriture et 
la literie étaient autoclavées et les manipulations étaient effectuées sous flux laminaire. 
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 Toutes les expériences ont été pratiquées selon la législation suisse et approuvées par 
l’Office vétérinaire cantonal (VD). L’implantation des lignées humaines de 
glioblastomes, U251, LN229 et U87 dans les souris a été réalisée à partir de cellules en 
phase exponentielle récoltées par trypsinisation et resuspendues dans un milieu sans 
sérum. Une suspension de 5 x 106 cellules était inoculée par injection sous-cutanée (s.c.) 
dans le flanc droit de souris âgées de 7 à 9 semaines. Après le développement des 
tumeurs, ces dernières étaient transplantées d’un animal à l’autre au moyen d’un trocart 
permettant la xénogreffe d’environ 30 mm3 de tumeur fraîchement excisée. Les 
expériences n’étaient réalisées que sur des animaux porteurs de tumeurs transplantées 
au moins deux fois après l’inoculation initiale. Trois à quatre semaines après la 
xénogreffe, les souris étaient assignées aux différents groupes expérimentaux en 
fonction du volume de leur tumeur (environ 100 à 500 mm3 ou 0.1 à 0.5 g), de façon à 
obtenir un volume moyen équivalent pour chaque groupe d’environ 0.3 g. 
3.8 Biodistributions 
L’effet de pré- ou co-administrations de diverses substances (ex : dThd, IdUrd, 
FdUrd, etc…) sur l’incorporation de la [125I]IdUrd dans les tumeurs et les tissus sains a 
été évalué par des expériences de biodistribution sur souris xénogreffées avec les 
lignées humaines de glioblastomes, U87, LN229 et U251. Un à trois jours avant 
l’expérience, les biberons étaient remplis d’eau contenant 0.2 g/l d’iodure de potassium 
(KI), de façon à saturer la thyroïde et bloquer l’incorporation d’125Iode libre lors du 
traitement. Chaque expérience comprenait des groupes expérimentaux de 3 à 6 
animaux, incluant les groupes contrôles respectifs. Les substances à administrer étaient 
préalablement diluées dans du NaCl, puis injectées par voie intra-péritonéale (i.p.) ou 
intraveineuse (i.v.) dans la queue. Les animaux subissaient, soit des pré-traitements par 
injections répétées i.p. de 0.1 ml ou i.v. de 0.2 ml des substances à tester, suivies d’une 
injection i.v. de 250 kBq (6.76 µCi) / 0.2 ml de [125I]IdUrd, soit des co-injections i.v. 
avec 250 kBq/0.2 ml de [125I]IdUrd. Les souris contrôles subissaient un traitement 
simulé consistant en des injections i.v. ou i.p. de NaCl suivies par une injection i.v. de 
250 kBq/0.2 ml de [125I]IdUrd seule. Bien que l’incorporation de la [125I]IdUrd se 
produise dans les minutes qui suivent son administration, une expérience préliminaire 
sur 11 animaux sacrifiés à 6 h après l’injection i.v. de [125I]IdUrd a montré que la 
cinétique d’élimination de l’activité non-spécifique était lente. Dans les expériences 
suivantes, le sacrifice des animaux par inhalation de gaz carbonique a donc été repoussé 
à 24 h après l’injection i.v. de [125I]IdUrd, de façon à minimiser le bruit de fond et 
déceler les tissus en division par une concentration élevée de [125I]IdUrd. Environ 0.5 à 
1 ml de sang était retiré de la veine hépatique avant la dissection. La tumeur, le foie, les 
reins, les poumons, la rate, le cœur, le muscle, le fémur, la peau, l’estomac, le petit 
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 intestin, le gros intestin, la queue, le cerveau et la thyroïde étaient ensuite prélevés et 
pesés. Le tube digestif était évidé avant l’analyse et le fémur était nettoyé 
soigneusement de tout tissu. Tous les organes prélevés, de même que le reste de la 
carcasse, étaient pesés et leur radioactivité analysée au moyen d’un compteur γ 
(Packard, Cobra QC 5002). Les résultats ont été exprimés en pourcentage de la dose 
injectée par gramme de tissu. Dans les calculs dosimétriques, la radioactivité associée à 
la moelle osseuse a été extrapolée à partir de la mesure du fémur. La radioactivité dans 
la moelle du fémur, dont la cellularité ne varie pas avec l’âge (120), est en fait 
communément utilisée comme référence pour la radioactivité dans la moelle osseuse 
(121), car cette dernière ne peut être extrapolée à partir de l’activité du sang 
phériphérique où le nombre de cellules en division est moindre (122). Chez le rat, le 
fémur a été rapporté comme représentant 26 % de la radioactivité de la moelle osseuse 
(123). 
3.9 Évaluation du Perchlorate de Potassium 
La capacité du perchlorate de potassium (KClO4) à bloquer la sécrétion d’iode 
libre dans l’estomac et sa réabsorption dans l’intestin, et donc à accélérer son 
élimination rénale, a été évaluée dans une expérience de biodistribution d’131Iode libre. 
Les souris ont été réparties en deux groupes de 5 animaux. Les deux groupes ont reçu 
une eau de boisson contenant 0.2 g/l de KI. Cependant, l’eau de boisson de l’un des 
deux groupes contenait en plus, 2 g/l de KClO4. Au bout de 24 h, les souris ont reçu une 
injection i.v. dans la queue de 600 kBq (16.2 µCi) d’131Iode dissout à partir d’une 
capsule thérapeutique (Mallinckrodt Medical, Pays-Bas). Un comptage corps-entier a 
été effectué toutes les heures après l’injection, afin de déterminer la courbe 
d’élimination du radioisotope. Quatre heures après l’injection, les souris ont été 
sacrifiées par inhalation de CO2 et disséquées pour évaluer la radioactivité restante dans 
les tissus et dans le contenu du tube digestif, au moyen d’un compteur γ (Packard, 
Cobra QC 5002). 
3.10 Histologie et Autoradiographie 
Une étude histologique et autoradiographique a été menée afin d’évaluer la 
cytotoxicité et l’influence de différents traitements sur le profil de distribution de la 
[125I]IdUrd dans la tumeur et l’intestin, ce dernier ayant été choisi comme modèle de 
tissu sain à renouvellement cellulaire rapide. Après dissection des souris ayant subi les 
différents traitements, les tumeurs et les intestins étaient congelés dans l’azote liquide et 
conservés à –80°C. Des échantillons étaient découpés en cryosections de 5 µm et fixés 
sur des lames dans un tampon PBS / 4 % paraformaldéhyde à pH=7.4. Après coloration 
- 47 – 
 
 des noyaux cellulaires avec l’hématoxiline et du cytosol avec l’éosine, les coupes 
tissulaires étaient déshydratées par bains successifs dans des concentrations croissantes 
d’éthanol (30 – 100 %) et de xylole, puis montées sur éokit, photographiées et exposées 
pour autoradiographie pendant une semaine à –80°C. Les films étaient ensuite 
développés et scannés, et les photographies traitées avec le logiciel Adobe PhotoShop® 
5.5. 
3.11 Extraction de l’ADN de la Tumeur et de l’Intestin 
Le taux de radioactivité dans la tumeur et l’intestin qui est effectivement associé 
à l’ADN a été évalué par extraction de l’ADN de ces tissus. Après dissection des souris 
ayant subi les différents traitements, les tumeurs et intestins étaient collectés et incubés 
pendant 4 h à 55°C dans 0.5 ml d’un tampon Tris-EDTA contenant 10 % de sodium 
dodécyl sulfate et 25 µl de protéinase K à 20 mg/ml (Fluka Chemie AG, Buchs, Suisse). 
Après digestion, l’extraction d’ADN était obtenue par addition de 0.5 ml d’un mélange 
de phénol, chloroforme et isoamyl-éthanol (25:24:1) et centrifugation pendant 10 min 
dans une micro-centrifugeuse à haute vitesse. Le surnageant était ensuite récolté dans un 
tube contenant 1.5 volumes de isopropanol, puis centrifugé pendant 5 min pour 
précipiter l’ADN. Après prélèvement du surnageant, le culot contenant l’ADN était 
resuspendu dans un tampon Tris-EDTA (124). Toutes les fractions collectées étaient 
analysées séparément au moyen d’un compteur γ (Cobra QC 5002, Packard, US). La 
radioactivité contenue dans l’ADN était comparée à celle obtenue dans les autres 
fractions collectées. 
3.12 Activité Enzymatique de la TS et la TK 
Certaines drogues inhibant la synthèse de novo de dThd ont été utilisées dans ce 
travail pour favoriser l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN à travers la voie de 
récupération des nucléotides. Plus particulièrement, deux enzymes ont été ciblées : la 
thymidylate synthétase (TS) et la thymidine kinase (TK). Les protocoles ci-dessous 
permettent d’évaluer l’activité de ces enzymes après un traitement donné. Dans ce 
travail, leur application n’a toutefois pas donné lieu à des résultats concluants. 
Après traitement des souris nues, les tumeurs étaient pulvérisées avec un auto-
pulvérisateur sous azote liquide. Elles étaient ensuite homogénéisées à 0°C avec 10 
volumes de tampon Tris-HCl 5 mM à pH = 7.5, contenant 0.1 mM de EDTA, 1 mM de 
mercaptoéthanol et 0.25 M de sucrose à la concentration finale. L’homogénat était 
centrifugé pendant 1 h à 4 °C et 105’000 x g. Le surnageant était utilisé comme 
préparation enzymatique. 
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 Activité enzymatique de la TS : L’activité enzymatique de la TS a été 
déterminée par la méthode de Dunlap et col. (58).  La solution de test (0.7 ml) 
consistant en un tampon de phosphate de potassium 0.1 M à pH=6.8, contenant 5 mM 
de NaF, 1mM de L-5,10-méthylène-tétrahydrofolate et 1 µl de 5-[3H]dUMP (10.6 Ci / 
mmol; Amersham, UK) était incubée avec la préparation enzymatique à 34 °C pendant 
10 min. La réaction était ensuite stoppée par addition de 0.1 ml de HClO4 10 % (v/v). 
Après adjonction de 0.2 ml de Norit A 8 % w/v, le mélange était centrifugé pendant 10 
minutes à 4°C et 1’500 x g et 0.2 ml de surnageant était mélangé avec 5 ml de produit 
scintillant (Ultima GoldTM, Packard, US). La radioactivité dans le surnageant était 
comptée au moyen d’un analyseur par liquide de scintillation (Tri-Carb 2500 TR, 
Packard, US). 
Activité enzymatique de la TK : L’activité de la TK a été déterminée par la 
méthode de Taylor et col. (125). La solution test (0.2 ml) consistant en 5 mM de MgCl2, 
10 mM d’ATP, 2 µl de [3H]dThd (Amersham International, Buckinghamshire Grande-
Bretagne) et 0.1 mM de tampon Tris-HCl à pH=7.5 était incubée avec la préparation 
enzymatique à 34°C pendant 15 min. La réaction était stoppée en portant à ébullition la 
solution test, et 0.1 ml du surnageant était déposé sur un carré de papier de DEAE-
cellulose de 1.8 x 1.8 cm. Le papier était successivement lavé avec 1 mM d’ammonium 
formate et du méthanol, puis séché et inséré dans un tube contenant du produit 
scintillant (Ultima GoldTM, Packard, US). La radioactivité dans le tube était comptée au 
moyen d’un analyseur par liquide de scintillation (Tri-Carb 2500 TR, Packard, US). 
L’activité enzymatique était normalisée par rapport aux concentrations en protéines de 
la tumeur et divisée par la valeur moyenne de l’activité enzymatique dans la tumeur 
non-traitée. 
3.13 Marquage de l’Apoptose par test «TUNEL» 
La dégradation de l’ADN est considérée comme l’événement biochimique clé de 
l’apoptose. Elle se produit par clivage de l’ADN nucléaire en fragments 
d’oligonucléosomes. La fragmentation de l’ADN génomique est mise en évidence par 
électrophorèse sur gel d'agarose et marquage avec la [3H]dThd ou la BrdUrd. Le 
principe de cette méthode repose sur la migration de l’ADN en fonction de son poids 
moléculaire, élevé lorsque l’ADN est intact et léger lorsque l’ADN est fragmenté. Bien 
que couramment utilisée, cette méthode ne permet pas de suivre le destin d’une cellule 
individuelle dans une population cellulaire donnée ou une section tissulaire. 
L’utilisation du test «TUNEL» (en anglais : TdT-mediated dUTP-X nick end labeling), 
fourni par Boehringer (Cat n° 1 684 809 ou 817 Mannheim, Allemagne), offre cet 
avantage. Les terminaisons 3’ des simples ou doubles brins d’ADN sont prolongées par 
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 un polymère de dUTP marqué à la fluorescéine isothiocyanate (FITC). La réaction est 
catalysée par l’enzyme transférase désoxyribonucléotide terminale (TdT) qui reconnaît 
les terminaisons –OH des brins d’ADN. Les cellules apoptotiques sont ainsi reconnues 
individuellement, sous microscope à fluorescence, par leur apparence caractéristique 
due à la condensation et la fragmentation de la chromatine nucléaire. Il est encore 
possible d’augmenter la visualisation de la fragmentation d’ADN par un marquage avec 
un anticorps anti-FITC conjugué avec l'alkaline phosphatase ou la peroxydase, suivi de 
la réaction avec le substrat correspondant.  Cependant, dans ce travail, la localisation de 
la fragmentation d’ADN dans les coupes histologiques s’est limitée à un marquage par 
fluorescence FITC. Le test TUNEL a permis d’évaluer la cytotoxicité de certaines 
combinaisons de traitement sur la tumeur et l’intestin, ce dernier ayant été choisi 
comme modèle de tissu sain à renouvellement cellulaire rapide. 
Après dissection des souris ayant subi les différents traitements, les tumeurs et 
les intestins étaient congelés dans l’azote liquide et conservés à –80°C. Des échantillons 
étaient découpés en cryosections de 5 µm, fixés sur des lames dans du méthanol froid à 
–20°C pendant 5 min et lavés 2 fois dans du PBS pendant 5 min. Les tissus étaient 
ensuite perméabilisés par incubation des coupes pendant 1 min dans un tampon citrate 
0.l % à pH=6. Après 2 lavages successifs de 5 min dans du PBS, les coupes étaient 
imprégnées de 15 µl de la solution enzymatique, contenant la TdT (TUNEL enzyme), et 
de 135 µl de la solution substrat, contenant la dUTP marquée au FITC (TUNEL label). 
Chaque expérience incluait un contrôle positif obtenu après digestion aléatoire de 
l’ADN par la DNAase Q1 (20 µl/coupe) et un contrôle négatif obtenu après incubation 
avec la solution substrat (TUNEL label) en l’absence de l’enzyme TdT (TUNEL 
enzyme). Pour que la réaction enzymatique se produise dans des conditions optimales, 
les coupes étaient recouvertes d’une lamelle et placées à l’obscurité dans une chambre 
humide pendant 30 min à 37°C. Après 3 nouveaux lavages de 5 min dans du PBS, les 
coupes étaient incubées pendant 1 min dans l’iodure de propidium (PI) (Fluka Chemie 
AG, Buchs, Suisse), afin de marquer l’ADN total. Une fois montées sous lamelle, les 
coupes étaient analysées par microscope à fluorescence. L’intensité de fluorescence 
rouge (PI) indiquait indirectement, par marquage de l’ADN total, la densité cellulaire, 
alors que la fluorescence verte (FITC) localisait les cellules apoptotiques par marquage 
de l’ADN fragmenté. La superposition des deux couleurs permettait de quantifier la 
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 3.14 Scintigraphies 
Comme certains traitements ont permis d’améliorer nettement dans les 
expériences de biodistribution, le rapport tumeur sur tissus sains pour l’incorporation de 
[125I]IdUrd, des scintigraphies corps-entier ont été réalisées sur des souris ayant reçu les 
mêmes traitements, afin de vérifier si ces résultats se traduisaient par une amélioration 
de la détection tumorale. 
Un à trois jours avant le traitement, les biberons étaient remplis avec 500 ml 
d’eau contenant 100 mg d’iodure de potassium afin de saturer la thyroïde et, dans 
certaines expériences, de 1 g de perchlorate de potassium afin de bloquer la sécrétion 
d’125Iode au niveau de l’estomac et sa réabsorption dans l’intestin. Les souris 
homozygotes nu/nu xénogreffées avec la lignée LN229 étaient ensuite traitées par une 
ou deux injections i.v. de FdUrd ou de dThd suivies par une injection i.v. de 3.7 MBq 
(100 µCi) de [125I]IdUrd. À différents temps après l’injection i.v. de [125I]IdUrd, les 
souris étaient anesthésiées au moyen d’injections i.p. de Kétasol-50 (0.4 ml/kg) (Gräub 
AG, Berne, Suisse) et de tri-bromo-éthanol (6 mg/souris) (Merck, Darmstadt, 
Allemagne) et une scintigraphie était  réalisée au moyen d’une caméra γ (Toshiba GCA 
9300 UI) équipée d’un collimateur à haute résolution pour les basses énergies (LEHR-
parallel). La fenêtre d’énergie était fixée manuellement à 35 Kev, c’est-à-dire au niveau 
de l’énergie de l’125Iode. L’acquisition avec une matrice de 512 x 512 durait environ 10 
min. La scintigraphie pouvait être répétée plusieurs fois, à différents temps, sur le même 
animal. Afin de mesurer précisément la distribution de la [125I]IdUrd, les souris étaient 
sacrifiées par inhalation de gaz carbonique après l’acquisition de la dernière image et 
une biodistribution était réalisée selon le protocole précédemment décrit. 
3.15 Estimation dosimétrique 
Les doses de rayonnements Auger et γ auxquelles serait exposé un patient lors 
d’une scintigraphie avec la [123I]IdUrd combinée à un prétraitement de FdUrd ont été 
extrapolées à partir des études de biodistributions chez la souris. Les valeurs d’énergie 
des rayonnements Auger, incluant aussi bien les transitions Coster-Kronig que super-
Coster-Kronig ont été déterminées au moyen de simulations de Monte-Carlo (126). Le 
calcul dosimétrique des rayonnements Auger s’est limité aux tissus à renouvellement 
cellulaire rapide, susceptibles d’incorporer le radioisotope dans l’ADN. Le pourcentage 
de radioactivité tissulaire associé à l’ADN a été fixé à 80 % pour l’estomac, l’intestin, la 
moelle osseuse, les testicules et la tumeur (tissus à potentiel de division cellulaire élevé) 
et 60 % pour la rate et la peau (tissus ne montrant qu’une incorporation modérée 24 h 
après l’injection de [125I]IdUrd) (127). Les autres tissus, comme le foie où moins de 1 % 
de la radioactivité est associé à l’ADN 16 h après l’injection de la [125I]IdUrd (127), 
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 n’ont pas été pris en considération. L’activité cumulée de la IdUrd radiomarquée a été 
calculée sous réserve que les cellules incorporent de façon stable la IdUrd et ne se 
divisent pas pendant le temps de désintégration du radioisotope: 
 
Activité cumulée dans l’organe (Bq · seconde)  = ∫   a0 e-λt · f/p · dt 
 
Où : a0 représente l’activité dans l’organe au temps 0 équivalente à celle mesurée à 24 h; f est la fraction de l’activité 
tissulaire incorporée dans l’ADN; p représente la pureté radiochimique de la [125I]IdUrd en pourcents. 
La dose de rayonnements Auger absorbée a ensuite été calculée en Gy à partir de 
facteurs publiés ou extrapolés (128): 0.107 x 10-14 Gy/Bq·s pour la moelle osseuse 
(1,120 g); 0.68 x 10-14 Gy/Bq·s pour la rate (176 g); 0.8 x 10-14 Gy/Bq·s pour l’estomac  
(150 g); 0.113 x 10-14 Gy/Bq·s pour l’intestin (1,000 g); 0.021 x 10-14 Gy/Bq·s pour la 
peau (5,600 g). Les doses équivalentes pour les effets déterministes et stochastiques ont 
été calculées à partir de facteurs de pondération, respectivement 10 et 20, recommandés 
par un groupe d’experts (83). Alors que les effets stochastiques sont caractérisés par une 
probabilité d’occurrence à long-terme proportionnelle à la dose délivrée, les effets 
déterministes se traduisent, à partir d’un certain seuil d’exposition, par une sévérité 
proportionnelle à la dose. Ces derniers n’impliquent que les cellules qui ont incorporé la 
IdUrd radiomarquée (environ 10 %) et qui ont donc absorbé une dose environ 10 fois 
plus élevée que la dose moyenne absorbée dans le tissu. Dans les cellules V79, la 
courbe de cytotoxicité de la [123,125I]IdUrd incorporée dans l’ADN s’est révélée être 
exponentiellement proportionnelle à la dose de rayonnements Auger, sans présence 
d’épaulement (79, 85). Les doses équivalentes tissulaires ont été multipliées par un 
facteur de pondération standard de 0.2 pour les gonades, 0.12 pour la moelle osseuse, 
l’intestin et l’estomac, 0.05 pour la rate et 0.01 pour la peau. La dosimétrie des 
rayonnements γ a été calculée par extrapolation à partir de biodistributions effectuées à 
différents temps après injection de [125I]IdUrd et correction pour la demi-vie physique 
différente de l’123Iode. La cinétique d’élimination du contenu intestinal en iode 
radioactif a été calculée au moyen d’un modèle gastrointestinal de MIRDOSE 3.1 (129), 
avec des fractions sécrétée dans l’estomac et réabsorbée par l’intestin, respectivement, 
de 0.13 et 0.9, reflétant le comportement de l’iode radioactif (130, 131). De même, un 
modèle de vessie dynamique de MIRDOSE 3.1 a été utilisé pour calculer la cinétique 
d’élimination de l’iode radioactif dans l’urine, avec une fraction excrétée fixée à 0.9, le 
reste étant incorporé dans l’ADN, et une demi-vie biologique de 5 h avec miction toutes 
les 3 h. 
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 Chapitre 4  
 [125I]IdUrd et Fluorodésoxyuridine 
4.1 Résumé 
L’utilisation de nucléotides radiomarqués pour l’imagerie tumorale est limitée 
par leur dégradation biologique rapide et leur faible taux d’incorporation dans l’ADN. 
Cette étude avait donc pour but d’évaluer si une inhibition de la synthèse de thymidine 
(dThd) par la 5-fluoro-2’-désoxyuridine (FdUrd) pouvait améliorer une scintigraphie 
avec des analogues radiomarqués de la dThd, tels que la 5-[125I]iodo-2’-désoxyuridine 
([125I]IdUrd). Les résultats ont montré in vitro qu’une coincubation avec FdUrd 
augmentait substantiellement l’incorporation de [125I]IdUrd et de [3H]dThd dans l’ADN 
des trois lignées humaines de glioblastomes testées. Une analyse par cytofluorométrie 
en flux a montré qu’une coincubation de courte durée avec FdUrd (1 h) augmentait 
l’intensité du signal par cellule marquée. Une biodistribution 24 h après injection i.v. de 
[125I]IdUrd a ensuite été mesurée dans des souris nues xénogreffées s.c. avec les trois 
lignées de glioblastomes. Comparée à une injection i.v. de [125I]IdUrd seule, une pré-
administration i.v. de 10 mg/kg de FdUrd pendant 1 h augmentait de 4.8 à 6.8 fois 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans les trois tumeurs. Aucun effet secondaire n’était 
observé sur les souris jusqu’à deux mois après un tel traitement. L’incorporation de 
[125I]IdUrd dans la tumeur était même augmentée jusqu’à 13.6 fois quand la pré-
administration de FdUrd était réduite par palier jusqu’à 1.1 mg/kg. L’augmentation de 
l’incorporation de [125I]IdUrd était plus  faible (entre 1.7 et 5.8 fois) dans les tissus 
normaux à renouvellement cellulaire rapide (ex : moelle osseuse, rate, intestin) et 
négligeable dans les tissus quiescents. Une extraction d’ADN a montré que 72 à 80 % 
de la radioactivité dans la tumeur et l’intestin étaient associés à l’ADN. Une 
scintigraphie a été réalisée à différents temps après injection i.v. de 3.7 MBq de 
[125I]IdUrd dans des souris xénogreffées. La détection de la tumeur était améliorée 
significativement après pré-administration de FdUrd, alors qu’elle restait équivoque 24 
h après l’injection de [125I]IdUrd seule. De plus, l’activité non spécifique était 
grandement réduite par une administration de KClO4 en addition au KI dans l’eau de 
boisson. En conclusion, ces résultats indiquent qu’une pré-administration de FdUrd 
pourrait améliorer une scintigraphie par émission de photons ou une tomographie par 
émission de positons au moyen des traceurs de la division cellulaire, comme la IdUrd ou 
d’autres analogues radiomarqués de la dThd. 
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 4.2 Introduction 
Malgré le développement de nouvelles technologies, telle l’imagerie par 
résonance magnétique nucléaire ou la tomographie par émissions de positons (TEP) 
avec le [18F]fluorodésoxyglucose ([18F]FDG), l’évaluation de la réponse au traitement et 
le dépistage de foyers cancéreux récurrents après chirurgie ou radiothérapie restent 
souvent difficiles pour les tumeurs malignes du cerveau. Récemment, plusieurs études 
se sont intéressées au développement d’une imagerie clinique basée sur la dThd ou des 
analogues marqués avec des radioisotopes, comme la [11C]dThd (6, 132-134), la 
[18F]FdUrd (135), la [76Br]BrdUrd (127, 136, 137) ou encore la [124I]IdUrd (86). Parmi 
ces analogues, la IdUrd est d’un grand intérêt car elle peut être marquée instantanément 
avec des radioisotopes de l’iode émettant des rayonnements γ ou β+ et ayant une demi-
vie courte (71, 72). Cependant, l’utilisation de la IdUrd radiomarquée, tout comme celle 
de tout autre analogue de la dThd, est limitée par un faible taux d’incorporation dans la 
tumeur et une dégradation rapide in vivo, entraînant une importante activité résiduelle 
d’iode radioactif (86, 87). Dans le but de contourner ces limitations, ce travail s’est 
intéressé à la capacité de la FdUrd, un autre analogue des nucléotides, à augmenter 
l’incorporation de IdUrd radiomarquée dans l’ADN en inhibant la synthèse de novo de 
dThd (138). Tout comme le 5-fluorouracile, la FdUrd, après conversion en FdUMP, 
inhibe la thymidylate synthétase (TS) en agissant comme substrat non convertible. La 
concentration intracellulaire de dTTP est consécutivement réduite et la IdUrd, après 
phosphorylation en IdUTP à travers la voie de récupération des nucléotides, peut 
remplacer la dTTP dans l’ADN. D’autres groupes ont déjà travaillé sur cette idée dans 
une optique thérapeutique et observé des résultats équivoques où l’augmentation de 
l’incorporation nucléaire de IdUrd radiomarquée n’était pas toujours accompagnée par 
une augmentation proportionnelle de cytotoxicité (102-108). Au vu de ces observations, 
il se peut qu’une courte administration de FdUrd pourrait augmenter la quantité de 
[125I]IdUrd incorporée par cellule, sans toutefois augmenter le nombre de cellules en 
phase S précoce qui incorporent la [125I]IdUrd. Ainsi, l’utilisation combinée de FdUrd et 
IdUrd radiomarquée ou un autre analogue de la dThd devrait permettre d’améliorer 
l’intensité du signal dans une intention diagnostique. Des expériences ont donc été 
entreprises dans le but d’évaluer la capacité de la FdUrd à augmenter l’incorporation 
nucléaire de la IdUrd radiomarquée et améliorer son potentiel diagnostique comme 
marqueur de la prolifération tumorale. Les résultats in vitro ont été confirmés par la 
suite in vivo dans des souris nues xénogreffées s.c. avec les mêmes lignées de 
glioblastomes, suggérant ainsi que ces observations peuvent être utiles pour une 
application clinique. 
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 4.3 Matériel et Méthodes 
Produits. 
• La [125I]IdUrd (activité spécifique de 74 TBq/mmol, 2000 Ci/mmol) et la [3H]dThd 
(activité spécifique de 2.5 - 3 TBq/mmol, 70 - 85 Ci/mmol) ont été obtenues 
d’Amersham International (Buckinghamshire, Grande-Bretagne). 
• La FdUrd, la dThd et la IdUrd non-marquée ont été obtenues de Fluka Chemie AG 
(Buchs, Suisse). Les solutions stock ont été préparées dans de l’eau distillée à une 
concentration de 5 mM et conservées à –80°C. La dissolution de la IdUrd dans 
l’eau distillée a nécessité l’adjonction de 0.1 µM NaOH avant de rétablir le pH à 
7.6 avec du HCl. 
Méthodes. 
• Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd et de [3H]dThd dans l’ADN a été évalué 
après des pré- ou coincubations de 4 h avec FdUrd. 
• La cytotoxicité combinée de la [125I]IdUrd et la FdUrd a été évaluée après des 
traitements de 12 à 48 h au moyen d’essais colorimétriques MTT. 
• L’influence d’une incubation de 1 ou 4 h avec FdUrd sur la distribution des cellules 
dans le cycle cellulaire a été analysée par cytofluorométrie en flux à 2 paramètres. 
• Des biodistributions à 0.5, 6 et 24 h après l’injection de [125I]IdUrd ont été 
effectuées sur des souris xénogreffées ayant reçu un total de 1.1 à 30 mg/kg de 
FdUrd administrés soit en 2 injections i.v. 60 et 30 min avant l’injection de 
[125I]IdUrd, soit en 8 injections i.p. entre 240 et 30 avant l’injection de [125I]IdUrd. 
• Des biodistributions à 6 h après l’injection de [125I]IdUrd ont été effectuées sur des 
souris xénogreffées ayant reçu soit un traitement seul de 1 mg/kg de FdUrd 30 min 
avant l’injection i.v. de [125I]IdUrd, soit un co-traitement de 1mg/kg de FdUrd et 20 
mg/kg de dThd 30 min avant la coinjection i.v. de [125I]IdUrd et 40 mg/kg de dThd. 
• La capacité du KClO4 à accélérer l’élimination rénale d’iode libre a été évaluée par 
comptage corps-entier toutes les heures et biodistribution effectuée 4 h après 
l’injection i.v. de 600 kBq (16.2 µCi) d’131Iode libre. 
• Le taux de radioactivité associé à l’ADN a été mesuré après extraction de l’ADN de 
la tumeur et l’intestin de souris xénogreffées ayant reçues une injection i.v. de 
[125I]IdUrd avec ou sans pré-traitement de 3.3 mg/kg de FdUrd. 
• Une étude histologique et autoradiographique, ainsi qu’un marquage in situ du 
fractionnement de l’ADN, ont été réalisés afin d’évaluer la cytotoxicité et 
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 l’influence des différents traitements avec FdUrd sur le profil de distribution de la 
[125I]IdUrd dans la tumeur et l’intestin. 
• Des scintigraphies corps-entier ont été réalisées sur des souris xénogreffées après 
injection i.v. de 3.7 MBq (100 µCi) de [125I]IdUrd avec ou sans pré-traitement de 
FdUrd, afin de vérifier si l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans la 
tumeur, comparée aux tissus sains, se traduisait par une amélioration de la détection 
tumorale. 
Analyse statistique. 
• Les résultats ont été exprimés en pourcentages ou moyennes ± 1 déviation standard 
(DS). Les valeurs ont été analysées au moyen d’un test t bilatéral de variance égale. 
Le seuil de signification statistique a été fixé à p = .05. Les symboles *, **, *** 
représentent respectivement p < .05, p < .01, p < .001. 
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 4.4 Résultats 
4.4.1 Modulation de l’incorporation de[125I]IdUrd et [3H]dThd dans 
l’ADN par la FdUrd 
L’incorporation nucléaire de [125I]IdUrd a été évaluée en présence de différentes 
concentrations de FdUrd sur les 3 lignées cellulaires de glioblastomes. Comme 
précédemment décrit (106), l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN était plus rapide 
et linéaire pendant les premières 4 à 5 h d’incubation. Elle ralentissait ensuite, pour 
décliner après 10 h. Les expériences in vitro ont donc été réalisées avec un temps 
d’incubation de 4 h sur des cellules en phase exponentielle. 
 
Figure 11. Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN en présence de FdUrd. Les cellules U251, LN229 et 
U87 ont été coincubées pendant 4 h avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd et 0.1 à 10 µM de FdUrd. Les 
symboles représentent la moyenne ± 1 DS d’au moins 3 expériences par lignée cellulaire, comprenant 3 à 
4 échantillons par condition testée. Les résultats de chaque expérience ont été normalisés par rapport à un 
groupe contrôle de 3 à 4 échantillons incubés pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. 
 
En accord avec le temps de dédoublement respectif des lignées cellulaires, 
l’incorporation de [125I]IdUrd la plus élevée était observée dans les cellules U251 (0.92 
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 cellules LN229 et U87 (0.32 et 0.26 mBq/cellule, respectivement). Une coincubation 
avec FdUrd augmentait l’incorporation de [125I]IdUrd proportionnellement à la 
concentration de FdUrd. Comparée à une incubation avec seulement 18.5 kBq/ml (0.5 
µCi/ml) de [125I]IdUrd, une coincubation avec 10 µM de FdUrd augmentait le taux 
d’incorporation de [125I]IdUrd en moyenne de 16.7 à 26.2 fois, selon la lignée cellulaire 
(Figure 11). Une préincubation de 4 h avec FdUrd avant l’incubation avec 18.5 kBq/ml 
de [125I]IdUrd, était moins efficace. 
Figure 12. Incorporation de [3H]dThd dans l’ADN en présence de FdUrd. Les cellules U251, LN229 et 
U87 ont été coincubées pendant 4 h avec 18.5 kBq/ml de [3H]dThd et 0.1 à 50 µM de FdUrd. Les 
symboles représentent la moyenne ± 1 DS de 3 échantillons par condition testée, normalisés par rapport à 
un groupe contrôle de 3 échantillons incubés pendant 4 h avec la [3H]dThd seule. 
Les résultats obtenus avec la [125I]IdUrd ont été reproduits avec le nucléotide 
physiologique [3H]dThd. Le taux d’incorporation de [3H]dThd dans l’ADN était 
augmenté significativement de 4.0 à 5.4 fois, selon la lignée cellulaire, en présence de 
10 µM de FdUrd. L’augmentation de l’incorporation de la [3H]dThd dans l’ADN était 






































4.4.2 Modulation de la cytotoxicité de la [125I]IdUrd par la FdUrd 
Des essais colorimétriques MTT ont été réalisés sur les trois lignées cellulaires, 
afin de déterminer si la FdUrd pouvait moduler la cytotoxicité de la [125I]IdUrd. Les 
résultats montrent qu’une coincubation avec 10 µM de FdUrd ne permettait pas de 
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 moduler significativement la cytotoxicité de doses de 0.37 à 37 kBq de [125I]IdUrd dans 
les trois lignées cellulaires (Tableau 2). D’autres expériences exposant les cellules à des 
concentrations de 0.1 à 50 µM de FdUrd et 18.5 kBq de [125I]IdUrd ont abouti à la 
même conclusion. Toutefois, les essais colorimétriques MTT ne permettent pas 
d’évaluer pleinement la cytotoxicité de la [125I]IdUrd, car beaucoup de cellules peuvent 
survivre un certain temps et même se diviser après avoir incorporé la [125I]IdUrd dans 
l’ADN. C’est pourquoi, des essais clonogéniques ont été réalisés dans les mêmes 
conditions expérimentales que les essais colorimétriques MTT. Les résultats ont 
confirmé qu’une coincubation avec la FdUrd ne permet pas de moduler la cytotoxicité 
de la [125I]IdUrd. 
 
Tableau 2. Cytotoxicité de la [125I]IdUrd mesurée par essais colorimétriques après 
co-traitement de 48 h avec 10 µM de FdUrd 
[125I]IdUrd U251 LN229 U87 
(kBq) Contrôlesa FdUrdb Contrôles FdUrd Contrôles FdUrd 
0 0.27±0.03 0.22±0.03 0.23±0.03 0.20±0.01 0.23±0.02 0.18±0.03
0.37 0.29±0.03 0.22±0.03 0.31±0.04 0.25±0.05 0.24±0.01 0.19±0.03
1.85 0.21±0.02 0.16±0.03 0.21±0.01 0.19±0.03 0.17±0.03 0.15±0.03
3.70 0.18±0.02 0.14±0.01 0.17±0.02 0.16±0.02 0.15±0.01 0.13±0.01
18.5 0.17±0.02 0.15±0.03 0.21±0.02 0.17±0.03 0.13±0.02 0.13±0.02
37.0 0.10±0.02 0.09±0.01 0.10±0.03 0.11±0.02 0.08±0.05 0.08±0.01
Les résultats représentent la moyenne ± 1 DS de la densité optique mesurée dans 4 puits après 
marquage des cellules métaboliquement actives par le MTT. 
a Incubation de 48 h avec seulement la [125I]IdUrd. 
b Incubation de 48 h avec la [125I]IdUrd et 10 µM de FdUrd. 
4.4.3 Distribution dans le cycle cellulaire après exposition courte ou 
prolongée à la FdUrd 
Une analyse par flux cytométrique à double fluorescence a été réalisée pour 
évaluer si l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd ou de [3H]dThd par la FdUrd 
était associée à des changements dans le cycle cellulaire. 
Les différentes phases du cycle cellulaire étaient révélées par fluorescence PI et 
par marquage de la IdUrd par un anticorps anti-BrdUrd cross-réactif et reconnu par un 
anticorps anti-souris marqué au FITC. Comparée à une incubation de 1 h avec 10 µM de 
IdUrd seule (Figure 13A), une coincubation de 1 h avec 10 µM de FdUrd augmentait de 
3.6 fois (intensité moyenne : 1,240) le signal FITC détecté par cellule (Figure 13B), sans 
pour autant augmenter le nombre de cellules marquées en phase S du cycle cellulaire. 
Toutefois, une préincubation de 3 h avec 10 µM de FdUrd, suivie d’une coincubation de 
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 1 h avec 10 µM de IdUrd et FdUrd, augmentait aussi bien l’intensité du marquage 
(intensité moyenne : 633) que le pourcentage de cellules marquées avec la IdUrd (> 
37%) (Figure 13C). À noter que la coloration par l’anticorps marqué au FITC était 
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Figure 13. Distribution des cellules LN229 dans le cycle cellulaire (phase G1, S et G2) en présence de 
FdUrd. A, incubation de 1 h avec 10 µM de IdUrd. B, coincubation de 1 h avec 10 µM de IdUrd et 10 µM 
de FdUrd. C, incubation de 4 h avec 10 µM de FdUrd et addition de 10 µM de IdUrd pour la dernière 
heure. Axe des Y, incorporation de IdUrd révélée par fluorescence FITC; Axe des X, distribution dans le 
cycle cellulaire révélée par fluorescence PI. La coloration FITC au moyen de l’anticorps était négative 
dans les cellules incubées avec la FdUrd seule. 
 
4.4.4 Biodistribution de [125I]IdUrd dans des souris xénogreffées après 
pré-injections de FdUrd 
Différents traitements combinés de [125I]IdUrd et FdUrd ont été testés sur des 
souris nues xénogreffées avec les trois lignées humaines de glioblastomes. Comparées à 
une seule injection i.v. de [125I]IdUrd, 2 pré-injections i.v. de 5 mg/kg de FdUrd 
chacune (dose totale: 10 mg/kg), administrées 60 et 30 min avant l’injection i.v. de 
[125I]IdUrd, augmentaient l’incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur de 4.8 à 6.8 fois, 
selon la lignée de glioblastome greffée (Tableau 3). 
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 Tableau 3. Incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur de souris xénogreffées avec 
U87, LN229 ou U251 en présence de FdUrd 
 U87 LN229 U251 
 %DI/ga Nbb %DI/g Nb %DI/g Nb
[125I]IdUrd seule 0.17 ± 0.07 7 0.17 ± 0.07 10 0.18 ± 0.04 8 
[125I]IdUrd + 
10 mg/kg FdUrd 
0.82 ± 0.30c 5 1.15 ± 0.36c 5 1.07 ± 0.40d 4 
 4.8 xe  6.8 x  5.9 x  
a %DI/g, pourcentage de la dose injectée par gramme de tumeur ± 1 DS 
b Nb, nombre de souris 
c p < .001 
d p < .01 
e taux d’augmentation avec FdUrd comparé aux souris injectées avec la [125I]IdUrd seule 
Un pré-traitement plus long de 4 h donnait des résultats similaires. Différentes 
doses de FdUrd (doses totales : 1.1 à 30 mg/kg) ont été évaluées dans la lignée de 
glioblastome LN229. Toutes les doses testées ont augmenté de façon significative 
l’incorporation de [125I]IdUrd. Cependant, l’augmentation du taux d’incorporation de 
[125I]IdUrd tendait à être plus élevée (12.1 à 13.6 fois) aux plus faibles doses de FdUrd 
(3.3 à 1.1 mg/kg) (Tableau 4). 
 
Tableau 4. Incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur et l’intestin de souris 
xénogreffées avec LN229 en fonction de la dose de FdUrd 
FdUrd (mg/kg) %DI/g de tumeura  %DI/g d’intestin grêleb Nbc
0 0.17 ± 0.07   0.65 ± 0.24  10 
1.1 2.31 ± 0.76d (13.6x)e  2.74 ± 0.93d (4.2x) 4 
1.7 2.24 ± 0.86d (13.2x)  1.92 ± 0.85d (3.0x) 5 
3.3 2.05 ± 1.30d (12.1x)  1.72 ± 0.39d (2.6x) 11 
10 1.15 ± 0.36d (6.8x)  1.36 ± 0.26d (2.1x) 5 
30 1.12 ± 0.14d (6.6x)  2.02 ± 0.66d (3.1x) 4 
a %DI/g, pourcentage de la dose injectée par gramme de tumeur ± 1 DS 
b %DI/g, pourcentage de la dose injectée par gramme d’intestin grêle ± 1 DS 
c Nb, nombre de souris 
d p < .001 
e taux d’augmentation avec FdUrd comparé aux souris injectées avec [125I]IdUrd seule 
De plus, l’augmentation du taux d’incorporation de [125I]IdUrd après pré-
injections de FdUrd était plus élevée dans la tumeur que dans les tissus sains à 
renouvellement cellulaire rapide. Le rapport tumeur / tissus sains était donc plus 
favorable en présence de FdUrd (Tableau 4). En fait, l’incorporation de [125I]IdUrd dans 
la rate, l’os (représentatif de la moelle osseuse) et l’intestin était augmentée entre 1.7 à 
5.8 fois après pré-injections de FdUrd à différentes doses, alors que la quantité de 
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 radioactivité restait négligeable dans les autres tissus sains à faible renouvellement 














































[125I]IdUrd + 3.3 mg/kg FdUrd
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Figure 14. Biodistribution de la [125I]IdUrd dans des souris nues xénogreffées avec des tumeurs LN229 
après pré-traitement avec FdUrd. Chaque expérience incluait un groupe de souris contrôles injectées i.v. 
avec 185 kBq de [125I]IdUrd seule. La FdUrd était administrée en 2 injections i.v. 60 et 30 min avant 
l’injection i.v. de 185 kBq de [125I]IdUrd. Les souris étaient disséquées 24 h après l’injection de 
[125I]IdUrd. Les données sont présentées en pourcentage de la dose injectée par gramme de tissu  ± 1 DS. 
Nb, nombre de souris. 
 
4.4.5 Pourcentage de la radioactivité mesurée dans le tissu qui est 
effectivement incorporé dans l’ADN 
La radioactivité spécifiquement liée à l’ADN a été différentiée de la radioactivité 
résiduelle non-spécifique dans les tissus par extraction de l’ADN. Le pourcentage de 
radioactivité dans l’ADN par rapport à la radioactivité totale dans la tumeur et l’intestin 
a donc été déterminé 24 h après l’injection de [125I]IdUrd. Ce pourcentage était similaire 
entre la tumeur et l’intestin après purification de l’ADN. De plus, il ne changeait pas de 
façon significative suite à la pré-administration de 3.3 mg/kg de FdUrd (Tableau 5). 
Cette dernière observation démontre que la différence entre le taux d’activité observé 
dans la tumeur et les tissus sains à renouvellement cellulaire rapide après administration 
de FdUrd est bien due à une augmentation de l’incorporation spécifique de [125I]IdUrd 
dans l’ADN de la tumeur. 
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Tableau 5. Pourcentage de la radioactivité incorporée dans l’ADN par rapport à la 
radioactivité totale dans la tumeur et l’intestin 
 %Aa dans la tumeur  %A dans l’intestin p 
[125I]IdUrd 72.1 ± 8.1  79.5 ± 7.3 0.28
[125I]IdUrd + 3.3 mg/kg FdUrd 77.9 ± 11.3  77.7 ± 9.4 0.98
p 0.50  0.81  
a %A, pourcentage de la radioactivité associée à l’ADN ± 1 DS, mesurée dans les tissus de souris 
disséquées 24 h après administration de [125I]IdUrd. 
4.4.6 Cytotoxicité d’une administration combinée de [125I]IdUrd et FdUrd 
Des examens histologiques et des autoradiographies ont été entrepris pour 
évaluer la cytotoxicité d’une administration combinée de 0.25 à 3.7 MBq de [125I]IdUrd 
et 3.3 mg/kg de FdUrd sur la tumeur et l’intestin, ce dernier étant représentatif des tissus 
sains à renouvellement cellulaire rapide. Les échantillons tissulaires ont été prélevés sur 
des souris sacrifiées 24 h après l’injection de [125I]IdUrd. 
A B
Figure 15. Autoradiographies de tumeurs de souris injectées avec la [125I]IdUrd seule (A) ou pré-traitées 
avec 3.3 mg/kg de FdUrd avant injection de [125I]IdUrd (B). Les cryosections de 5 µm ont été fixées dans 
du paraformaldéhyde 4 % à pH=7.4 et montées dans une solution éokite xylole 50 %. 
En dehors d’une radioactivité globale plus importante, l’autoradiographie des 
cryosections tissulaires n’a pas révélé de modifications dans la distribution de la 
radioactivité dans la tumeur entre souris ayant reçu la [125I]IdUrd seule ou combinée 
avec la FdUrd (Figure 15). De même, aucune modification histologique, qui pouvait 
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 suggérer une destruction tissulaire induite par la toxicité combinée de [125I]IdUrd et 
FdUrd, n’a pu être observée dans les coupes tissulaires après leur coloration avec 




Figure 16. Histologie de tumeurs de souris injectées avec la [125I]IdUrd seule (A) ou pré-traitées avec 3.3 
mg/kg de FdUrd avant injection de [125I]IdUrd (B). Les cryosections de 5 µm ont été fixées dans du 
paraformaldéhyde 4 % à pH=7.4, colorées avec l’hématoxyline et l’éosine, puis montées dans une 
solution éokite xylole 50 %. 
 Des tests TUNEL ont aussi été entrepris pour comparer le taux 
d’apoptose entre la tumeur et l’intestin de souris traitées avec la [125I]IdUrd seule ou 
combinée avec la FdUrd. Dans deux expériences distinctes, le taux de fragmentation de 
l’ADN dans la tumeur LN229 a été augmenté par la pré-administration de 3.3 mg/kg de 
FdUrd, comparée à l’injection i.v. de [125I]IdUrd seule. Cette augmentation en présence 
de FdUrd n’était pas observable dans l’intestin. Toutefois, une cytotoxicité mineure de 
la FdUrd dans l’intestin ne peut pas être exclue, car elle peut avoir été masquée par le 
taux de fragmentation de l’ADN déjà très élevé observé dans l’intestin des souris ayant 
reçu uniquement l’injection i.v. de [125I]IdUrd (Figure 17). 
Finalement, aucun effet secondaire, tel qu’une perte de poids ou des diarrhées, 
n’a été observé dans 3 souris jusqu’à deux mois après l’administration combinée de 
[125I]IdUrd et de 10 mg/kg de FdUrd. 






Contrôle - Tumeur Intestin Contrôle + Tumeur Intestin
[125I]IdUrd [125I]IdUrd + FdUrd
Figure 17. Taux de fragmentation de l’ADN dans la tumeur et l’intestin après pré-traitement avec la 
FdUrd. La densité cellulaire est mise en évidence par l’ADN marqué à la fluorescence PI (couleur rouge), 
alors que la fragmentation de l’ADN est mise en évidence par la dUTP marquée au FITC après exposition 
à l’activité de la terminal désoxynucléotide transférase (couleur verte). Le taux d’apoptose est estimé par 
la superposition des fluorescences rouge et verte (jaune). Contrôle +, contrôle positif dans la tumeur par 
fragmentation de l’ADN induite par l’ADNase Q1; Contrôle -, contrôle négatif dans la tumeur par 
suppression de l’activité de la terminal désoxynucléotide transférase; [125I]IdUrd, tumeur et intestin de 
souris injectée avec la [125I]IdUrd seule; [125I]IdUrd + FdUrd, tumeur et intestin de souris pré-traitée avec 
3.3 mg/kg de FdUrd avant l’injection de [125I]IdUrd. 
4.4.7 Détection tumorale par scintigraphie après traitement avec FdUrd et 
KClO4 
Comme l’augmentation de l’incorporation de la [125I]IdUrd par la FdUrd 
observée in vitro a été confirmée in vivo sans augmentation de cytotoxicité apparente, 
des scintigraphies ont été pratiquées sur des souris porteuses de tumeurs humaines 
LN229. Les souris ont été anesthésiées pour des acquisitions d’images à différents 
temps après injection de 3.7 MBq (100 µCi) de [125I]IdUrd. La détection de la tumeur 
était déjà possible 4 h après l’injection de [125I]IdUrd dans les souris pré-traitées avec 
FdUrd, alors que des tumeurs de taille similaire n’étaient que difficilement localisables, 
même après 24 h, dans les souris traitées uniquement avec la [125I]IdUrd (Figure 18A). 
La comparaison entre les figures 18A et 18B montre qu’une pré-injection i.v. de 3.3 
mg/kg de FdUrd augmentait nettement la visualisation de la tumeur par la [125I]IdUrd à 
24 h. Toutefois, malgré l’administration de 0.2 g/l de KI dans l’eau de boisson, la 
radioactivité résiduelle restait élevée, particulièrement dans l’estomac (Figure 18B). 
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Figure 18. Scintigraphie corps-entier 24 h après injection i.v. de 3.7 MBq de [125I]IdUrd dans des souris 
nues xénogreffées avec des tumeurs LN229 de tailles comparables. Un jour avant la scintigraphie, les 
souris A et B ont reçu 0.2 g/l de KI dans l’eau de boisson, alors que les souris C et D ont reçu 2 g/l de 
KClO4 en addition au 0.2 g/l de KI dans l’eau de boisson. Les souris A et C ont été injectées avec la 
[125I]IdUrd seule, alors que les souris B et D ont été pré-injectées i.v. avec 3.3 mg/kg de FdUrd avant 
l’injection de [125I]IdUrd. La scintigraphie des souris anesthésiées a été réalisée avec un collimateur 
LEHR-parallèle monté sur une caméra Toshiba GCA 9300 UI. La localistation de la tumeur est indiquée 
par une flèche. 
Une mesure de biodistribution par compteur γ après sacrifice des souris a montré 
que la radioactivité était principalement concentrée dans le contenu de l’estomac plutôt 
que dans le tissu même. C’est pourquoi, dans les scintigraphies suivantes, la sécrétion 
d’iode radioactif libre dans l’estomac a été préalablement bloquée par l’administration 
de KClO4, en plus du KI, dans l’eau de boisson. Une étude de biodistribution effectuée 
4 h après injection i.v. de 600 kBq d’131Iode a montré que l’addition de 2 g/l de KClO4 
en plus de 0.2 g/l de KI permettait de diminuer de 5.1 ± 3.6 à 0.8 ± 0.6 %DI/g dans 
l’estomac et l’intestin, par rapport à l’administration de KI seul (p = .03). Parallèlement, 
une diminution de 15.9 ± 11.1 à 6.2 ± 6.0 %ID/g était observée dans le corps-entier des 
souris ayant bu de l’eau enrichie en KClO4 (p = .12). La radioactivité dans la thyroïde 
était toujours en dessous de 0.4 %ID/g. La figure 18D montre que la visualisation de la 
tumeur par la [125I]IdUrd était fortement améliorée dans les souris ayant reçu du KClO4 
dans l’eau de boisson et une pré-administration de 3.3 mg/kg de FdUrd. Cette 
amélioration était associée à une augmentation du contraste par la diminution du bruit 
A B
DC
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 de fond dans les tissus sains. Les scintigraphies comparatives ont été reproduites trois 
fois dans différentes souris et ont donné des résultats similaires. 
4.4.8 Dosimétrie préclinique d’une scintigraphie avec la [123I]IdUrd 
Vu les résultats encourageants observés sur les souris, les doses de 
rayonnements Auger et γ auxquelles serait exposé un patient de 70 kg lors d’une 
scintigraphie avec la [123I]IdUrd combinée avec un prétraitement de FdUrd ont été 
extrapolées à partir des biodistributions dans les souris présentées précédemment, pour 
les rayonnements Auger, et de nouvelles biodistributions réalisées à 0.5, 6 et 24 h après 
l’injection de [125I]IdUrd, pour l’exposition aux rayonnements γ. Les résultats obtenus à 
0.5 h ne permettaient pas de détecter l’effet de la FdUrd sur l’incorporation de 
[125I]IdUrd, sans doute parce que l’activité non-spécifique due à l’iode radioactif libre 
était très élevée dans tous les tissus. L’effet d’un prétraitement avec la FdUrd sur 
l’incorporation de [125I]IdUrd n’apparaissait distinctement qu’à partir de 6 h, lorsque le 
gradient entre tissus quiescents et en division devenait très prononcé. À l’exception de 
la rate, un pourcentage élevé de l’activité initiale était en fait retenu à 24 h dans les 
tissus à renouvellement cellulaire rapide des souris prétraitées avec la FdUrd. L’activité 
élevée mais transitoire observée dans la rate à 6 h pourrait être due à des produits de 
dégradation de la [125I]IdUrd ou son incorporation dans des cellules engagées dans un 
processus apoptotique (Figure 19). 
Pour les six principaux tissus à renouvellement cellulaire rapide, les doses Auger 
moyennes absorbées étaient de 0.02 à 0.35 µGy/MBq pour une seule injection i.v. de 
[123I]IdUrd et 0.08 à 1.21 µGy/MBq pour une injection i.v. de [123I]IdUrd précédée des 
2 injections i.v. de FdUrd. Lorsqu’un facteur de pondération recommandé de 20 était 
appliqué pour le calcul des effets stochastiques (83), les doses Auger équivalentes dans 
les tissus devenaient significatives. La dose effective corporelle totale passait de 1.7 à 
5.6 µGy/MBq après le prétraitement avec la FdUrd (Tableau 6). 
En considérant que pas plus de 10 % des cellules étaient en phase S au moment 
de l’injection i.v. de [123I]IdUrd, l’activité dans ces cellules devait être 10 fois plus 
élevée que l’activité tissulaire moyenne. Lorsqu’un facteur de pondération recommandé 
de 10 était appliqué pour les effets déterministes (83), les doses tissulaires équivalentes 
se situaient entre 8 µGy/MBq (testicules) et 121 µGy/MBq (moelle osseuse). Dans la 
perspective d’une scintigraphie combinant une injection i.v. de 300 MBq de [123I]IdUrd 
avec un prétraitement de FdUrd, les patients seraient donc exposés à des doses 
tissulaires équivalentes de 2.4 à 36.3 mSv, susceptibles de tuer moins de 1 % des 
cellules ciblées en phase S, par analogie à la radiosensibilité observée pour les cellules 
V79 (85). Ce pourcentage de cellules tuées est faible au regard du taux de 
renouvellement cellulaire spontané observé dans les six tissus concernés. 























































































[125I]IdUrd + 1.1 mg/kg FdUrd
[125I]IdUrd
Figure 19. Biodistribution dans des souris nues xénogreffées avec des tumeurs LN229 mesurée à 0.5 h 
(a), 6 h (b) et 24 h (c) après l’injection i.v. de 185 kBq de [125I]IdUrd seule (colonnes blanches) ou 
précédée de 2 injections i.v. d’un total de 1.1 mg/kg de FdUrd (colonnes noires). Les résultats obtenus à 
partir de groupes de 3 à 5 souris sont exprimés en pourcentages de la dose injectée par gramme de tissu ± 
1 DS et corrigés en fonction de la demi-vie physique du radioisotope. À 0.5 h après l’injection (a), 
l’activité dans l’estomac de souris traitées avec la [125I]IdUrd seule  était de 12.2±1.9% DI/g, 
correspondant à 2.0±0.13% de la dose injectée retrouvée dans l’organe. 
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 Le tableau 6 montre aussi les doses équivalentes calculées pour les 
rayonnements γ au moyen de MIRDOSE 3.1 (129). 
 
Tableau 6. Doses équivalentes pour les effets stochastiques sur un phantôme humain 
de 70 kg, après injection de [123I]IdUrd combinée avec la FdUrd 









Rate 4.12 (0.21) 1.31 (0.07) 5.93 (0.30)  6.13 (0.31) 
Estomac 17.40 (2.09) 2.08 (0.25) 19.80 (2.38)  5.49 (0.66) 
Intestin 12.57 (1.51) 3.89 (0.47) 14.65 (1.76)  11.61 (1.39) 
Testicules 2.99 (0.60) 0.32 (0.06) 3.30 (0.66)  1.43 (0.29) 
Peau 1.29 (0.01) 0.64 (0.01) 1.53 (0.02)  1.66 (0.02) 
Moelle osseusea 5.67 (0.68) 6.94 (0.83) 8.15 (0.98)  24.16 (2.90) 
Dose effective 
corporelle totale 
11.2  1.69  12.5   5.56  
Les doses tissulaires équivalentes ont été calculées avec un facteur de pondération de 1 pour les 
rayonnements γ et de 20 pour les rayonnements Auger. Le nombre en parenthèses représente la 
contribution fractionnelle des doses tissulaires équivalentes aux doses effectives corporelles totales et 
ont été obtenues par multiplication de la dose tissulaire équivalente par les facteurs de pondération 
respectifs à chaque tissu. 
 a L’activité de la moelle osseuse était extrapolée à partir de celle des souris, elle-même calculée comme 
étant 3.85 fois l’activité mesurée dans le fémur. 
Comparés aux rayonnements Auger, les rayonnements γ délivrent une dose 
équivalente plus faible sur la moelle osseuse à cause d’une quantité élevée de 
[123I]IdUrd spécifiquement incorporée dans l’ADN.  
 
Tableau 7. Doses effectives liées aux effets stochastiques 
 [123I]IdUrd seule 
(mSv) 
[123I]IdUrd + FdUrd 
(mSv) 
Gamma 3.36 (87%) 3.75 (69%) 
Auger 0.51 (13%) 1.67 (31%) 
Dose effective combinée 3.87 (100%) 5.42 (100%) 
Les doses ont été calculées pour un patient adulte de 70 kg injecté avec 300 MBq de [123I]IdUrd soit 
seule, soit en combinaison avec un prétraitement de FdUrd. Les pourcentages de la dose effective totale 
sont donnés entre parenthèses.  
Par contre, dans les autres tissus, comme l’estomac ou l’intestin, la dose délivrée 
par les rayonnements γ est plus importante, en partie à cause de la sécrétion d’iode 
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 radioactif libre dans l’estomac. La dose effective des rayonnements γ de la [123I]IdUrd 
injectée i.v. seule ou en combinaison avec un prétraitement de FdUrd serait donc, 
respectivement, de 11.2 et 12.5 µGy/MBq. Ces résultats prédictifs sont très proches des 
11 µGy/MBq publiés par un groupe d’experts pour l’123Iode (131). Ils peuvent être 
attribués à la dispersion très rapide d’iode radioactif libre juste après l’injection. Dans 
une scintigraphie combinant une injection i.v. de 300 MBq de [123I]IdUrd avec un 
prétraitement de FdUrd, les patients seraient donc exposés à une dose effective de 
rayonnements γ de 3.8 mSv et de rayonnements Auger de 1.7 mSv (Tableau 7). 
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 4.5 Discussion 
Les glioblastomes sont des cancers qui, jusqu’à maintenant, défient tout 
traitement. Le problème réside en partie dans les limitations rencontrées par les 
méthodes diagnostiques actuelles, comme la tomographie numérisée ou la résonance 
magnétique nucléaire, pour localiser des résidus de glie néoplasique dans le parenchyme 
oedémateux ou fibrotique après le traitement (96). Parmi les procédures diagnostiques 
alternatives, l’utilisation de la IdUrd radiomarquée devrait permettre une visualisation et 
une quantification directe de la division cellulaire. Cependant, la détection tumorale 
avec la IdUrd radiomarquée se heurte à certaines limitations, telles qu’une faible 
incorporation dans la tumeur et une dégradation rapide in vivo, résultant en une 
radioactivité résiduelle élevée due aux métabolites et à l’iode libre (86). 
Un des objectifs de ce travail était d’évaluer la capacité de la FdUrd à améliorer 
l’imagerie tumorale par la IdUrd radiomarquée, en favorisant son incorporation dans 
l’ADN par inhibition spécifique de la synthèse de novo de dThd (139). Comme déjà 
mentionné pour des lignées cellulaires humaines dérivées des gliomes (105), la capacité 
à incorporer la [125I]IdUrd in vitro était faible et variait d’une lignée de glioblastome à 
l’autre. Cependant, une coincubation avec la FdUrd augmentait fortement 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des trois lignées testées. Une biomodulation 
similaire a déjà été rapportée après exposition des cellules à la FdUrd (104-106) et à 
d’autres inhibiteurs de la TS, comme la leucovorine, dans des tumeurs de diverses 
origines, incluant des cancers du sein et du côlon et des leucémies murines d’origine 
humaine (119). 
Comme suggéré récemment (108, 140), une incorporation augmentée pourrait 
refléter deux mécanismes distincts, c’est-à-dire une augmentation de la quantité totale 
de IdUrd incorporée par cellule ou une augmentation du nombre de cellules en phase S 
précoce marquée par la IdUrd. Dans ce travail, les analyses par cytofluorométrie en flux 
de l’index de marquage de la IdUrd et de la distribution dans le cycle cellulaire ont 
montré qu’une courte exposition (1 h) à la FdUrd tendait à augmenter la quantité de 
IdUrd incorporée par cellule, plutôt que le nombre de cellules marquées par la IdUrd. 
Ainsi, la cytotoxicité résultant d’une courte exposition à la FdUrd devrait se limiter aux 
cellules qui sont naturellement en phase S lors du traitement, alors qu’une exposition 
prolongée devrait étendre la cytotoxicité à une population cellulaire plus importante. De 
plus, d’autres résultats publiés suggèrent que l’inhibition de la synthèse d’ADN par la 
FdUrd est transitoire, puisqu’il a été possible d’observer un rétablissement de la 
concentration intracellulaire de dTTP après une exposition prolongée (6 à 24 h) à des 
- 71 – 
 
 fluoropyrimidines (141), ainsi qu’une réversion de l’inhibition de la prolifération 
cellulaire par FdUrd après administration de IdUrd et BrdUrd (60). 
Ces observations in vitro pourraient expliquer pourquoi des injections i.p. d’une 
dose totale de 25 mg/kg de FdUrd sur une période de 7 jours n’ont entraîné qu’une perte 
de poids négligeable de 0.1 g chez la souris (138), et pourquoi une injection i.v. de 30 
min, d’une dose totale de 210 mg de FdUrd, était bien tolérée chez le rat (142). De plus, 
la déglycosylation et la déhalogénation rapides, auxquelles sont sujettes in vivo les 
pyrimidines halogénées, limitent probablement en grande partie la cytotoxicité après 
une courte exposition à la FdUrd (143). Dans ce travail, les expériences in vivo ont 
montré qu’une administration i.v. totale de 1.1 à 30 mg/kg de FdUrd était bien tolérée 
dans les souris nues greffées avec les trois lignées humaines de glioblastomes. Des 
études histologiques, radiographiques et des essais TUNEL n’ont pas pu démontrer de 
cytotoxicité additive entre la FdUrd et la [125I]IdUrd dans l’intestin, quoiqu’une 
cytotoxicité mineure de la FdUrd pourrait avoir été masquée par l’activité apoptotique 
spontanée élevée dans cet organe. Ces observations ont été confirmées par l’absence 
d’effets secondaires dans des souris observées jusqu’à 2 mois après l’injection i.v. de 10 
mg/kg de FdUrd. En clinique, une injection ponctuelle i.v. de FdUrd à des doses 
correspondantes devrait être aussi bien tolérée. Dans des études cliniques à visée 
thérapeutique, alors que la dose de FdUrd était limitée à 0.15 mg/kg de poids corporel 
par jour lorsque la FdUrd était administrée par infusion i.v. sur 24 h, elle pouvait 
atteindre 30 mg/kg lorsque la FdUrd était administrée par injection i.v. quotidienne sur 
plusieurs jours (144, 145). 
En accord avec des observations précédentes (127), des quantités élevées 
d’125Iode libre empêchaient toute corrélation entre la division cellulaire et la 
radioactivité tissulaire lorsque les mesures de biodistribution étaient effectuées dans les 
premières heures après l’injection i.v. de [125I]IdUrd. C’est pourquoi, la plupart des 
études de biodistribution ont été réalisées à 24 h, dans le but d’optimiser le rapport 
radioactivité spécifique / non-spécifique. Ainsi, il était permis à la radioactivité 
résiduelle des produits de dégradation de diminuer, tout en conservant, d’après la 
littérature (107), le même niveau de radioactivité dans l’ADN déjà observé 1 h après 
l’injection i.v. de la [125I]IdUrd. Avec un tel protocole, il a été possible de démontrer 
dans ce travail que des pré-injections de FdUrd pouvaient augmenter fortement 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans les tumeurs de glioblastomes xénogreffées, 
comparées à une injection de [125I]IdUrd seule. Cette observation vient conforter des 
résultats publiés sur des tumeurs du carcinome du côlon HT79 xénogreffées, qui ont 
montré une incorporation de IdUrd non-marquée après traitement avec FdUrd au-dessus 
de celle obtenue avec la IdUrd seule (104). Dans ce travail, le rapport tumeur / tissus 
normaux était de plus nettement amélioré après les pré-injections de FdUrd. Cela 
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 s’expliquait par une plus forte augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans la 
tumeur que dans les tissus normaux à renouvellement cellulaire rapide, comme la rate, 
l’os (représentatif de la moelle osseuse) et l’intestin, alors que la radioactivité résiduelle 
restait inchangée dans les tissus plus ou moins quiescents, comme le cerveau, le foie, le 
poumon et les reins. Cette incorporation plus élevée dans la tumeur, comparée à celle 
dans les tissus normaux, a aussi été observée avec d’autres inhibiteurs de la synthèse de 
dThd, comme le méthotrexate (107, 108). Elle est encourageante mais difficile à 
comprendre. L’analyse par extraction d’ADN a montré que cette différence dans 
l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd entre la tumeur et l’intestin n’était pas 
due à des modifications de distribution de la radioactivité résiduelle, puisque le rapport 
radioactivité spécifique / non-spécifique était similaire entre souris contrôles et souris 
pré-traitées avec la FdUrd. De même, cet effet ne pouvait pas être dû à une différence 
dans l’expression du gène p53 entre la tumeur et l’intestin, puisque l’augmentation de 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN après traitement avec la FdUrd était 
comparable entre les lignées de glioblastome de type sauvage ou mutant pour le gène 
p53. Comme dernière hypothèse, il se peut que les tissus normaux présentent quelque 
résistance à l’inhibition de l’activité enzymatique de la TS par la FdUrd, qui serait due à 
un anabolisme moins performant des fluoropyrimidines en FdUMP, une plus faible 
affinité de la TS pour la FdUMP ou encore une concentration intracellulaire plus élevée 
de TS (146). Cette dernière hypothèse est supportée par des observations précédentes, 
qui ont montré que la radioactivité était maintenue et même augmentée dans la tumeur 4 
à 24 h après exposition à la [14C]FdUrd, alors qu’elle diminuait dans les autres tissus 
normaux à renouvellement cellulaire rapide, comme la moelle osseuse ou l’intestin 
grêle (139). 
L’augmentation significative de l’incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur, 
par rapport aux tissus normaux, incitait à évaluer la capacité de la FdUrd à améliorer la 
détection tumorale par la IdUrd radiomarquée. Des scintigraphies comparatives ont 
donc été entreprises sur des souris nues xénogreffées, pré-traitées ou non avec la FdUrd. 
Le timing et la précision de la détection tumorale étaient nettement améliorés dans les 
souris pré-traitées avec la FdUrd, comparées aux souris contrôles ayant reçu seulement 
l’injection i.v. de [125I]IdUrd. Cependant, il restait toujours une radioactivité résiduelle 
élevée, particulièrement apparente dans l’estomac, aussi bien chez les souris contrôles 
que chez les souris pré-traitées avec la FdUrd. Ce bruit de fond, dû aux produits de 
dégradation de la [125I]IdUrd, pourrait masquer la détection de masses tumorales dans 
les tissus abdominaux et même contribuer à l’activité totale de tumeurs localisées dans 
le cerveau (86, 133). Une dissection des souris après la scintigraphie et un comptage γ a 
montré que la radioactivité était concentrée dans le contenu de l’estomac plutôt que 
dans sa paroi. Comme il a été montré que la sécrétion d’iode radioactif dans l’estomac 
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 et sa réabsorption dans l’intestin constituent un réservoir d’iode qui entre en 
compétition et retarde son élimination rénale, la capacité du KClO4 à bloquer la 
sécrétion d’iode radioactif libre dans l’estomac et donc à accélérer son élimination 
rénale a été évaluée dans une étude de biodistribution. Les résultats ont montré que la 
sécrétion d’iode radiomarqué dans l’estomac ainsi que sa rétention dans le corps-entier 
étaient nettement réduites déjà 4 h après son injection dans des souris ayant reçu 
auparavant du KClO4 en plus du KI dans l’eau de boisson. C’est pourquoi, dans les 
études scintigraphiques suivantes, une administration additionnelle de KClO4 a permis 
de démontrer le potentiel de la FdUrd pour augmenter l’incorporation spécifique de la 
[125I]IdUrd dans la tumeur, en améliorant le contraste entre l’image de la tumeur et le 
bruit de fond. 
Une scintigraphie utilisant la [124I]IdUrd a été réalisée récemment chez des 
patients avec, comme objectif, la visualisation de la prolifération des lésions malignes 
du cerveau. Les principales limitations se sont révélées être une faible incorporation 
spécifique de la IdUrd radiomarquée, accompagnée d’un bruit de fond élevé dans la 
tumeur, tout particulièrement dans les méningiomes de grade inférieur où la 
radioacitivité résiduelle, même 24 h après l’injection de [124I]IdUrd, contribuait encore 
pour 85 % de la radioactivité totale dans la tumeur (86). Les résultats présentés dans ce 
travail suggèrent fortement qu’une combinaison de FdUrd avec l’administration de 
KClO4 pourrait améliorer de façon significative la détection tumorale avec la IdUrd 
radiomarquée ou d’autres analogues radiomarqués de la dThd, comme traceurs pour une 
imagerie tomographique par émission de photons ou de positons. 
Comme limitation, toutefois, la IdUrd et probablement aussi la FdUrd ne 
traversent pas une barrière hémato-encéphalique intacte. Malgré cette limitation, 
plusieurs tumeurs du cerveau ont été détectées avec succès, aussi bien avec la 
[124I]IdUrd (86) que la [18F]FdUrd (135). Leur vitesse de diffusion a aussi été calculée. 
Ceci s’explique par une barrière hémato-encéphalique fréquemment rompue dans ce 
type de tumeurs. D’autre part, l’utilisation combinée de FdUrd et IdUrd radiomarquée 
pour l’imagerie diagnostique ne se limite probablement pas aux tumeurs du cerveau, 
puisque l’augmentation de l’incorporation de IdUrd dans l’ADN en présence de FdUrd 
a déjà été observée in vitro dans d’autres types de tumeurs (140). 
Les résultats scintigraphiques prometteurs observés dans ce travail ont incité les 
autorités à accepter un protocole clinique combinant la [123I]IdUrd avec un pré-
traitement de 1 mg/kg de FdUrd pour une imagerie des glioblastomes. Cependant, la 
FdUrd s’est aussi révélée augmenter de façon significative l’incorporation spécifique de 
la IdUrd radiomarquée dans l’ADN des tissus normaux à renouvellement cellulaire 
rapide. Comme l’123Iode est un émetteur de rayonnements γ et Auger, il est donc apparu 
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 prudent d’évaluer les risques biologiques liés à ces rayonnements avant de débuter une 
étude clinique. Les résultats dosimétriques extrapolés de la souris à l’homme montrent 
que la dose absorbée par les tissus dans une scintigraphie avec la [123I]IdUrd devraient 
être faibles et ne pas donner lieu à une cytotoxicité significative. En appliquant un 
facteur de pondération de 20 pour les effets stochastiques (83), la dose équivalente pour 
les rayonnements Auger pourrait toutefois devenir significative si le pré-traitement avec 
la FdUrd augmentait nettement l’incorporation de [123I]IdUrd dans l’ADN. Cependant, 
le mode de calcul utilisé dans ce travail tend à surestimer la dose de rayonnements 
Auger. De plus, les calculs extrapolés de l’animal à l’homme sont associés à un degré 
élevé d’incertitude : l’efficacité de la FdUrd et du KClO4, le taux d’incorporation de la 
IdUrd radiomarquée dans l’ADN, de même que les doses absorbées et l’effet à long 
terme des rayonnements Auger dans certains tissus humains ne sont pas connus (128, 
147-149). Dans les testicules, par exemple, l’incorporation de la IdUrd radiomarquée 
pourrait être limitée par la présence d’une barrière hémato-testiculaire  (150). 
En conclusion, cette partie du travail a montré in vitro et in vivo, que la FdUrd 
est capable d’augmenter significativement l’incorporation de IdUrd radiomarquée dans 
les cellules et tumeurs de trois lignées de glioblastomes. Il en a découlé une nette 
amélioration de la localisation tumorale par scintigraphie dans des souris xénogreffées, 
suggérant ainsi que cette approche pourrait être utile au niveau clinique. Une estimation 
dosimétrique préliminaire a en outre montré que les doses de rayonnements γ et Auger 
devraient être dans les limites acceptables pour les patients lors d’une scintigraphie 
combinant [123I]IdUrd et FdUrd. 
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 Chapitre 5  
 [125I]IdUrd et IdUrd non-marquée 
5.1 Résumé 
Dans cette partie du travail, l’effet de la IdUrd non-marquée sur l’incorporation 
nucléaire et la cytotoxicité de la [125I]IdUrd a été évalué dans les trois lignées humaines 
de glioblastomes. Les résultats ont montré, de manière surprenante, que des 
concentrations de 0.3 à 10 µM de IdUrd augmentaient in vitro la cytotoxicité de la 
[125I]IdUrd dans les cellules U251 et, dans une moindre mesure, LN229. De plus, cette 
observation était corrélée avec une augmentation du taux d’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN. En présence de 10 µM de IdUrd, cette augmentation était, respectivement, 
de 2.0, 2.7 et 4.4 fois dans les cellules U87, LN229 et U251. La dThd bloquait de façon 
compétitive l’augmentation de la cytotoxicité et de l’incorporation nucléaire de 
[125I]IdUrd induite par la IdUrd. D’autre part, l’effet de la IdUrd sur l’incorporation de 
[125I]IdUrd dans l’ADN n’était pas reproduit par des analogues de la IdUrd, tels que la 
2’-désoxyuridine ou le 5-iodo-1,3-diméthyluracile, suggérant que le mécanisme sous-
jacent n’est pas une protection contre la dégradation de la [125I]IdUrd. Ces résultats ont 
été confirmés in vivo dans des souris nues xénogreffées. Après 8 pré-injections i.p. de 
0.1 mg de IdUrd, l’incorporation dans la tumeur était augmentée, respectivement, de 
1.5, 2.3 et 2.8 fois dans les lignées U251, U87 et LN229. Toutefois, l’effet de la IdUrd 
sur l’incorporation de [125I]IdUrd n’était pas sélectif sur la tumeur et des augmentations 
de 1.3 à 2.8 fois étaient observées dans les tissus à renouvellement cellulaire rapide. 
L’administration de dThd permettait aussi in vivo de bloquer l’incorporation de 
[125I]IdUrd dans la tumeur et les tissus normaux. Ces résultats suggèrent qu’une 
administration combinée de IdUrd radiomarquée et non-marquée pourrait améliorer son 
potentiel diagnostique et thérapeutique contre le cancer. 
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 5.2 Introduction 
Différents analogues halogénés de la dThd ont été synthétisés en vue d’une 
application thérapeutique contre le cancer (95, 96). L’intérêt suscité par ces molécules 
réside dans leur aptitude à interférer avec la synthèse des précurseurs de l’ADN et à 
s’incorporer à leur place dans l‘ADN des cellules en phase S du cycle cellulaire (68). 
Les cellules en phase S sont sensibles aux radiations ionisantes et la possibilité de 
marquer instantanément ces molécules avec des radioisotopes émettant des 
rayonnements α, β- ou Auger (71, 72) laisse entrevoir un potentiel thérapeutique non 
négligeable (93, 97, 151, 152). Leur rayon d’action dépendra toutefois du type de 
radioisotope utilisé. Dans le cas d’un traitement postchirurgical des glioblastomes, où 
les cellules cancéreuses résiduelles se retrouvent dispersées ou en agrégat dans le tissu 
sain, les émetteurs α, comme la [111At]AtdUrd (113), et Auger, comme la [123I]IdUrd ou 
la [125I]IdUrd (85), devraient être plus efficaces que les rayonnements β-. Par rapport 
aux émetteurs Auger, les émetteurs α pourraient de plus présenter l’avantage d’irradier 
les cellules dans lesquelles ils se trouvent, sans pour autant devoir être incorporés dans 
l’ADN. Au contraire, les émetteurs Auger doivent être dans le voisinage immédiat de 
l’ADN pour que les électrons Auger puissent être cytotoxiques. Toutefois, cette 
limitation se révèle être un avantage en diminuant les dommages collatéraux sur les 
cellules normales voisines. L’innocuité des rayonnements Auger, lorsqu’ils se 
produisent pendant le transport du vecteur dans le sang, à la surface cellulaire ou même 
dans le cytoplasme (80), permet de cibler sélectivement les cellules en phase S du cycle 
cellulaire. Les caractéristiques des rayonnements Auger vont donc de pair avec la 
capacité des analogues halogénés de la dThd à s’incorporer dans l’ADN des cellules en 
division. Ce travail s’est donc concentré sur l’étude de la IdUrd marquée avec l’125Iode 
([125I]IdUrd), un prolifique émetteur d’électrons Auger à cause de sa prédominante 
désintégration par conversion interne (93 %) (85). 
Le ciblage des cellules cancéreuses avec la [125I]IdUrd, de même que tout autre 
analogue de la dThd, présente toutefois plusieurs limitations. Premièrement, la 
[125I]IdUrd est particulièrement instable in vivo, avec une demi-vie biologique de 
quelques minutes seulement (87, 91). Deuxièmement, elle est potentiellement toxique 
pour tous les tissus à renouvellement cellulaire rapide, comme la rate, la moelle osseuse 
ou l’intestin. Troisièmement, la grande partie des cellules cancéreuses qui ne sont pas en 
phase S du cycle cellulaire au moment de l’administration de la [125I]IdUrd échappe au 
traitement. C’est pourquoi, l’utilisation thérapeutique de la [125I]IdUrd n’a été envisagée 
que dans certains types de cancer. Les glioblastomes sont par exemple de bons 
candidats, car les cellules gliales cancéreuses prolifèrent dans un environnement où la 
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 majorité des cellules sont quiescentes (93, 96). De plus, bien que ce soit rarement le cas 
dans ce type de pathologie, une barrière hémato-encéphalique intacte peut limiter la 
dispersion et la cytotoxicité de la [125I]IdUrd dans le reste du corps lorsque la 
[125I]IdUrd est administrée localement, par exemple, dans la cavité postopératoire. 
Enfin, l’efficacité thérapeutique de la [125I]IdUrd peut encore être augmentée par son 
infusion continue ou séquentielle, dans le but d’accroître le nombre de cellules 
cancéreuses susceptibles d’incorporer la [125I]IdUrd dans leur ADN (93). 
Dans ce travail, la capacité de la IdUrd non-marquée à augmenter aussi bien 
l’incorporation dans l’ADN que la cytotoxicité de la [125I]IdUrd a été mise en évidence 
un peu par hasard. Alors que l’objectif était d’inhiber compétitivement l’incorporation 
dans l’ADN et donc la cytotoxicité de la [125I]IdUrd, les résultats se sont révélés 
contraire à l’attente initiale. La synergie entre IdUrd radiomarquée et non-marquée a 
donc été approfondie in vitro sur les trois lignées humaines de glioblastomes et ces 
résultats ont été confirmés in vivo dans des souris nues xénogreffées. La compréhension 
des mécanismes sous-jacents pourrait contribuer au développement de nouvelles 
stratégies, aussi bien pour la thérapie que pour le diagnostic oncologiques. 
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 5.3 Matériel et Méthodes 
Produits. 
• La [125I]IdUrd (activité spécifique de 74 TBq/mmol, 2000 Ci/mmol) et la [3H]dThd 
(activité spécifique de 2.5 - 3 TBq/mmol, 70 - 85 Ci/mmol) ont été obtenues 
d’Amersham International (Buckinghamshire, Grande-Bretagne). 
• La dThd, la IdUrd, la 2’-désoxyuridine et le 5-iodo-1,3-diméthyluracile ont été 
obtenus de Fluka Chemie AG (Buchs, Suisse). Les solutions stock ont été préparées 
dans de l’eau distillée à une concentration de 5 mM et conservées à –80°C. La 
dissolution de la IdUrd dans l’eau distillée a nécessité l’adjonction de 0.1 µM de 
NaOH avant de rétablir le pH à 7.6 avec du HCl. Le 5-iodo-1,3-diméthyluracile a 
été rendu soluble dans du DMSO à 10 mg/ml. 
Méthodes. 
• La modulation de la cytotoxicité de la [125I]IdUrd par la IdUrd non-marquée a été 
évaluée au moyen d’essais clonogéniques sur les lignées cellulaires U251 et 
LN229. Il n’a pas été possible d’évaluer la survie cellulaire de la lignée U87, car 
ces cellules ne forment pas de colonies bien définies en milieu liquide. 
• Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN a été évalué après des pré- ou 
coincubations de 4 h avec la IdUrd, la dThd, la 2’-désoxyuridine et le 5-iodo-1,3-
diméthyluracile. 
• L’influence d’une incubation de 4 h avec 10 µM de IdUrd sur la distribution des 
cellules en phase S a été analysée par cytofluorométrie en flux au moyen de 
fluorescence PI (Fluka Chemie AG, Buchs, Suisse). La limite entre les phases du 
cycle a été déterminée à partir de la mesure de la phase S par un anticorps anti-
BrdUrd, cross-réactif avec la IdUrd (Cat. n°347680, Becton Dickinson, San Jose, 
CA, USA), détecté par un anticorps anti-IgG murin conjugué au FITC (Cat. 
n°F26543, Fluka Chemie AG, Buchs, Suisse). 
• Des biodistributions à 24 h après l’injection de [125I]IdUrd ont été effectuées sur des 
souris xénogreffées ayant reçu soit des co-injections i.v. de 0.02 à 0.5 mg de IdUrd 
avec la [125I]IdUrd, soit 2 injections i.v. de 0.2 mg / 0.2 ml, 240 et 120 min avant 
l’injection de [125I]IdUrd, soit 8 pré-injections i.p. de 0.1 mg / 0.1 ml de IdUrd 
toutes les 30 min entre 240 et 30 min avant l’injection de [125I]IdUrd. Les souris 
contrôles ont reçu des injections i.p. ou i.v. de NaCl suivies de l’injection de 
[125I]IdUrd. L’inhibition compétitive avec la dThd a été réalisée sur des souris ayant 
reçu la séquence de pré-traitement de 8 injections i.p. de IdUrd. En plus de ces 
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 injections, les souris ont reçu 2 injections i.p. de 0.3 mg / 0.1 ml de dThd, 15 min 
avant et 30 min après une co-injection i.v. de 0.4 mg de dThd et [125I]IdUrd. 
Analyse statistique. 
• La fraction de survie cellulaire après incubation avec la [125I]IdUrd et la IdUrd non-
marquée a été analysée au moyen de modèles de régression. Les courbes les mieux 
ajustées étaient obtenues à partir d’équations de deuxième degré pour chacune des 
concentrations de [125I]IdUrd et de IdUrd. L’addition d’un facteur de correction 
intégrant une interaction entre la [125I]IdUrd et la IdUrd a permis un meilleur 
ajustement des courbes. Les autres résultats ont été exprimés sous forme de 
pourcentages ou moyennes ± 1 déviation standard (DS). Les valeurs ont été 
analysées au moyen d’un test t bilatéral de variance égale. Le seuil de signification 
statistique a été fixé à p = .05. Les symboles *, **, *** représentent respectivement p 
< .05, p < .01, p < .001. 
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 5.4 Résultats 
5.4.1 Survie cellulaire après traitement avec [125I]IdUrd 
Des essais clonogéniques ont été entrepris pour évaluer la survie cellulaire après 
traitement avec la [125I]IdUrd. Les tests préliminaires ont montré que les essais 
colorimétriques MTT ou les comptages cellulaires ne permettaient pas d’apprécier 
pleinement la cytotoxicité de la [125I]IdUrd, car certaines cellules ayant incorporé la 
[125I]IdUrd dans leur ADN pouvaient survivre plus de 10 jours après le traitement et 
même conserver un certain potentiel de division (68). La survie clonogénique après 
incubation de 6, 24 et 72 h avec différentes doses de [125I]IdUrd a donc été évaluée par 
des essais clonogéniques. Les résultats pour les lignées U251 et LN229 sont présentés, 























Figure 20. Cytotoxicité de la [125I]IdUrd dans les cellules U251 (A) et LN229 (B). La fraction de survie 
cellulaire (S/S0) est tracée en fonction de la concentration de [125I]IdUrd (0.4 à 185 kBq/ml, 0.005 à 2.5 
nM). Les cellules ont été incubées pendant 6 h (λ), 24 h (µ) et 72 h (Ì). Chaque point représente la 
moyenne ± 1 DS de 3 expériences indépendantes comprenant 3 échantillons par condition testée. 
La survie moyenne diminuait en fonction de la dose administrée et du temps 
d’incubation. Les cellules U251 se sont révélées plus sensibles à la [125I]IdUrd que les 
cellules LN229. Pour les cellules U251, les doses de [125I]IdUrd qui permettaient une 
survie de 37 % (D37) après 6, 24 et 72 h d’incubation étaient, respectivement, 11.2, 3.9 
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 et 1.5 kBq/ml. Pour les cellules LN229, les D37 après 24 et 72 h d’incubation étaient, 
respectivement, 138 et 6.7 kBq/ml. 
5.4.2 Modulation de la cytotoxicité de la [125I]IdUrd par la IdUrd 
Une inhibition de la cytotoxicité de la IdUrd radiomarquée par la dThd et la 
IdUrd non-marquée a été décrite pour les lignées V79 et D-247 MG (80, 113). 
L’inhibition par la dThd a été confirmée ici sur les lignées cellulaires de glioblastomes, 
U251 et LN229. Par contre, les expériences combinant [125I]IdUrd et IdUrd non-
marquée, à des concentrations envisageables en clinique, ont abouti, contre toute 
attente, à une nette diminution de la survie clonogénique par rapport aux conditions 
contrôles avec la [125I]IdUrd comme seul traitement (Figure 21). 
Figure 21. Effet de la IdUrd non-marquée sur la cytotoxicité de la [125I]IdUrd dans les cellules U251. La 
fraction de survie cellulaire (S/S0) est tracée en fonction de la concentration de [125I]IdUrd (0.925 à 3.7 
kBq/ml). Les cellules ont été incubées pendant 48 h avec la [125I]IdUrd en absence (a) ou présence de 0.3 
µM (b), 1 µM (c), 3 µM (d) ou 10 µM (e) de IdUrd non-marquée. Une représentation des courbes (a) à (e) 
est montrée en (f). Chaque symbole représente la moyenne d’une expérience comprenant 3 échantillons 
par condition testée. Les courbes sont ajustées en fonction des 4 expériences, au moyen d’équations de 
deuxième degré et d’un facteur d’interaction entre la [125I]IdUrd et la IdUrd non-marquée. 
Dans la figure 21, la dose de [125I]IdUrd, qui permettait à elle seule de réduire la 
survie cellulaire de 50 %, était de 3.7 kBq/ml, correspondant à une concentration de 46 
pM. Par comparaison, il fallait une concentration de IdUrd non-marquée 65'000 fois 
plus élevée, c’est-à-dire 3 µM, pour obtenir le même effet, alors que des concentrations 
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 égales ou inférieures à 0.1 µM ne montraient pas de cytotoxicité significative. Cette 
observation démontre que la cytotoxicité de la [125I]IdUrd est essentiellement due aux 
radiations émises par l’125Iode. Toutefois, les courbes de survie cellulaire présentées 
dans la figure 21 ne sont pas caractéristiques d’une radiothérapie conventionnelle. En 
effet, l’effet de l’augmentation de la dose de [125I]IdUrd sur la survie cellulaire s’est 
traduit par une absence d’épaulement des courbes. La présence de IdUrd non-marquée 
n’a pas modifié cet aspect. Cependant, la survie moyenne des cellules U251 était 
nettement diminuée par rapport à un traitement avec la [125I]IdUrd seule. Une analyse 
par régression a conclu que la IdUrd non-marquée contribuait, autant que la [125I]IdUrd, 
à diminuer de façon significative la survie cellulaire (p < .001 pour les deux molécules). 
De plus, une petite part de la cytotoxicité totale était due à une interaction positive entre 
la [125I]IdUrd et la IdUrd non-marquée. L’effet de la IdUrd non-marquée sur la 
cytotoxicité de la [125I]IdUrd disparaissait à des concentrations égales ou inférieures à 
0.1 µM. 












Figure 22. Effet de la IdUrd non-marquée et de la dThd sur la cytotoxicité de la [125I]IdUrd dans les 
cellules LN229. La fraction de survie cellulaire (S/S0) est tracée en fonction de la concentration de 
[125I]IdUrd (1.85 à 11.1 kBq/ml). Les cellules ont été incubées pendant 48 h avec la [125I]IdUrd en 
absence (λ) ou présence de 1 µM (µ) ou 10 µM (Ì) de IdUrd non-marquée ou 10 µM de IdUrd non-
marquée et 50 µM de dThd (X). Chaque symbole représente la moyenne ± 1 DS de 3 expériences 
comprenant 3 échantillons par condition testée. 
La cytotoxicité combinée de [125I]IdUrd et IdUrd non-marquée nécessite 
probablement l’incorporation des deux molécules dans l’ADN. C’est ce que semble 
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 indiquer la complète inhibition de la cytotoxicité de la [125I]IdUrd combinée à 10 µM de 
IdUrd non-marquée observée après une coincubation avec 50 µM de dThd. 
Ces résultats ont été confirmés dans les cellules U251 par plusieurs expériences 
indépendantes avec des temps de coincubation de 24 et 48 h. Une expérience similaire 
avec un temps d’incubation de 48 h a été réalisée sur les cellules LN229. La cytotoxicité 
de la [125I]IdUrd combinée à la IdUrd non-marquée s’est révélée faible mais aussi 
additive (Figure 22). 
5.4.3 Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd par la IdUrd 
L’effet de la IdUrd non-marquée sur le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans 
l’ADN a été évalué dans les lignées cellulaires U251, LN229 et U87.  
Figure 23. Taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN en présence de IdUrd non-marquée. Les 
cellules U251, LN229 et U87 ont été incubées pendant 4 h avec 185 kBq de [125I]IdUrd et 0.1, 1, 3, 10 et 
50 µM de IdUrd. Les symboles représentent la moyenne ± 1 DS de 5 expériences indépendantes de 3 à 4 
échantillons par condition testée. Les résultats de chaque expérience ont été normalisés par rapport à des 
cellules contrôles incubées pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. 
Des incubations de 4 h avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd ont été entreprises, après 
que des expériences préliminaires ont montré que la [125I]IdUrd était incorporée de 
façon linéaire dans l’ADN et n’induisait pas de cytotoxicité par accumulation de 
radiations pendant cette période. Les résultats montrent que des coincubations de 0.1 à 
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 dans l’ADN des trois lignées cellulaires étudiées (Figure 23). Comparée à une 
incubation de 4 h avec la [125I]IdUrd seule, une coincubation de 4 h avec 10 µM de 
IdUrd augmentait le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dand l’ADN, respectivement, 
d’un facteur de 2.0, 2.7 et 4.4 fois dans les cellules U87, LN229 et U251. Toutefois, à la 
plus haute concentration testée, c’est-à-dire 50 µM, l’effet de la IdUrd non-marquée sur 
le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dand l’ADN tendait à disparaître, excepté dans les 
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Figure 24. Inhibition de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par la dThd. Les cellules U251, 
LN229 et U87 ont été incubées pendant 4 h avec 185 kBq de [125I]IdUrd en absence ou présence de 10 
µM de IdUrd non-marquée et/ou 50 µM de dThd. Les colonnes représentent la moyenne ± 1 DS de 3 à 5 
expériences indépendantes de 3 à 4 échantillons par condition testée. Les résultats de chaque expérience 
ont été normalisés par rapport à des cellules contrôles incubées pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. 
Des expériences de coincubations avec la dThd ont été réalisées dans le but 
d’évaluer si le désoxyribonucléoside physiologique était capable d’inhiber l’effet de la 
IdUrd non-marquée sur l’incorporation de la [125I]IdUrd dans l’ADN. Les résultats 
montrent qu’une concentration non-toxique de 50 µM de dThd empêchait effectivement 
l’incorporation basale de [125I]IdUrd, ainsi que l’augmentation de l’incorporation 
induite par la IdUrd non-marquée (Figure 24). 
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 5.4.4 Incorporation de [125I]IdUrd en présence d’analogues de la IdUrd 
Dans le but de déterminer si le mécanisme sous-jacent qui permet à la IdUrd 
non-marquée d’augmenter l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN est une protection 
contre la dégradation enzymatique de la [125I]IdUrd, les cellules U251 ont été 
coincubées pendant 4 h avec la [125I]IdUrd et deux analogues de la IdUrd non-marquée, 
la 2’-désoxyuridine et le 5-iodo-1,3-diméthyluracile (Figure 25A). Les résultats 
montrent que ni la 2’-désoxyuridine ni le 5-iodo-1,3-diméthyluracile n’étaient en 
mesure de reproduire l’effet de la IdUrd non-marquée sur l’incorporation de [125I]IdUrd 





























































Figure 25. (A) Structure chimique de la IdUrd, le 5-iodo-1,3-diméthyluracile et la 2’-désoxyuridine. (B) 
Comparaison entre les effets de la IdUrd, le 5-iodo-1,3-diméthyluracile et la 2’-désoxyuridine sur 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des cellules U251. Les cellules ont été incubées pendant 4 h 
avec 185 kBq de [125I]IdUrd et 0.1, 1, 3 et 10 µM de IdUrd, de 5-iodo-1,3-diméthyluracile ou de 2’-
désoxyuridine. Les symboles représentent la moyenne ± 1 DS de 4 échantillons par condition testée, 
normalisés par rapport à des cellules contrôles incubées pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. 
5.4.5 Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd par la IdUrd en 
fonction de la densité cellulaire 
Des coincubations avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd et 10 µM de IdUrd non-
marquée ont été réalisées à différents jours après l’ensemencement des puits, dans le but 
de vérifier si l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN, induite par 
la IdUrd non-marquée, était liée à la densité cellulaire. Les résultats montrent que le pic 
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 d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN se situait à 4 jours après ensemencement, 
lorsqu’un maximum de cellules dans les puits était en phase exponentielle. L’effet de la 
IdUrd non-marquée sur l’incorporation de [125I]IdUrd diminuait ensuite, lorsque les 
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Figure 26. Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par la IdUrd non-marquée en 
fonction de la densité cellulaire dans les puits. Les cellules LN229 et U87 à différentes densités dans les 
puits ont été incubées pendant 4 h avec 185 kBq de [125I]IdUrd et 10 µM de IdUrd. Les colonnes 
représentent la moyenne ± 1 DS de 4 échantillons par condition testée, normalisés par rapport à des 
cellules contrôles incubées pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. Les cellules étaient en pleine phase 
exponentielle au 4ème jour et confluentes environ au 9ème jour après l’ensemencement dans les puits. 
 
5.4.6 Distribution des cellules dans le cycle cellulaire après exposition 
avec la IdUrd 
Les phases du cycle cellulaire après exposition à la IdUrd non-marquée ont été 
révélées par fluorescence PI. Comparée à une incubation de 1 h, une incubation de 4 h 
avec 10 µM de IdUrd ne modifiait que modestement la distribution des cellules U87 
dans le cycle cellulaire. Le nombre de cellules en phase S n’était que marginalement 
augmenté de 7.6 ± 0.1 % à 9.2 ± 0.6  % (p = .06) (Figure 27). 
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 IdUrd : 1 h 4 h
Phase G1 : 84.3 % 81.7 %
Phase S : 7.6 % 9.2 %







Figure 27. Distribution des cellules U87 dans le cycle cellulaire en présence de IdUrd non-marquée. La 
quantité d’ADN marqué par fluorescence PI a été analysée par cytofluorométrie en flux. (—) Incubation 
de 1 h avec 10 µM de IdUrd (contrôles); (—) Incubation de 4 h avec 10 µM de IdUrd. 
 
5.4.7 Biodistribution de la [125I]IdUrd dans les souris xénogreffées après 
pré-injections de IdUrd 
L’effet de la IdUrd non-marquée et de la dThd sur la biodistribution de la 
[125I]IdUrd a été évalué dans des souris xénogreffées 24 h après injection i.v. de 250 
kBq (6.76 µCi) de [125I]IdUrd. Des expériences préliminaires ont montré qu’une co-
injection i.v. de 100 à 500 µg de IdUrd non-marquée avec la [125I]IdUrd inhibait la 
rétention de la radioactivité dans les souris, alors qu’une co-injection i.v. avec des 
concentrations plus basses (20 à 50 µg) n’avait pas d’influence sur la biodistribution de 
la radioactivité 24 h après injection i.v. de [125I]IdUrd. Dans les expériences suivantes, 
des pré-traitements i.v. ou i.p. de IdUrd ont donc été réalisés sur une période de 4 h. 
Comparé aux souris contrôles ayant reçu des injections i.p. de NaCl avant l’injection i.v. 
de 250 kBq de [125I]IdUrd, l’incorporation de [125I]IdUrd dans les tumeurs de souris pré-
traitées avec 8 injections i.p. de 0.1 mg de IdUrd augmentait, respectivement, de 1.5, 2.3 
et 2.8 fois pour les lignées U251, U87 et LN229 (Tableau  8). 
L’incorporation de [125I]IdUrd était aussi augmentée de manière similaire (entre 
1.3 et 2.8 fois) dans les tissus normaux à renouvellement cellulaire rapide, comme la 
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 rate, le fémur (représentatif de la moelle osseuse), la peau, l’estomac, l’intestin grêle ou 
le côlon. La concentration de radioactivité restait par contre négligeable dans les autres 
tissus normaux à faible division cellulaire, comme le foie, le cœur ou le poumon (Figure 
28). Des augmentations marquées de l’incorporation de la [125I]IdUrd dans les tumeurs 
ont aussi été obtenues dans les souris pré-traitées avec seulement 2 injections i.v. de 0.2 
mg de IdUrd non-marquée. Le taux d’incorporation était augmenté, respectivement, de 
1.3, 1.7 et 1.9 fois dans les tumeurs U251, LN229 et U87 (Tableau 8). 
 
Tableau 8. Incorporation de [125I]IdUrd dans les tumeurs xénogreffées U87, LN229 et 
U251 en présence de IdUrd non-marquée 
 U87 LN229 U251 
 %DI/gd  Nbe %DI/g Nb %DI/g Nb
Contrôles 0.30 ± 0.15 19 0.39 ± 0.31 29 0.20 ± 0.14 21 
IdUrd i.v.a 0.57 ± 0.20** 5 0.67 ± 0.25p=.01 11 0.25 ± 0.15p=.39 8 
IdUrd i.p.b 0.69 ± 0.23*** 8 1.09 ± 0.29*** 15 0.29 ± 0.11p=.06 11 
IdUrd + dThd i.p.c  0.12 ± 0.03**,f  
À noter que la biodistribution dans les tissus normaux de ces souris est présentée dans la figure 28. 
a  2 injections i.v. de 0.2 mg de IdUrd toutes les 2 h avant l’injection i.v. de [125I]IdUrd. 
b  8 injections i.p. de 0.1 mg de IdUrd toutes les 30 min avant l’injection i.v. de [125I]IdUrd. 
c  Idem que b + 2 injections i.p. de 0.3 mg de dThd 15 min avant et 30 min après 1 injection i.v. de 
[125I]IdUrd + 0.4 mg de dThd. 
d  %DI/g, pourcentage de la dose injectée par gramme de tumeur ± 1 DS. 
e  Nb, nombre de souris. 
f  La signification statistique de l’inhibition de la dThd est calculée par rapport au groupe ayant reçu le 
traitement avec les 8 injections i.p. de IdUrd 
** p < .01; *** p < .001 
 
Dans le but de démontrer la spécificité de l’effet de la IdUrd non-marquée sur 
l’incorporation de la [125I]IdUrd dans l’ADN, les souris pré-traitées avec les 8 injections 
i.p. de IdUrd ont reçu, en plus, 3 injections d’un total de 1 mg de dThd. Les résultats 
montrent que la dThd bloquait efficacement l’incorporation de [125I]IdUrd dans la 
tumeur et les tissus normaux à renouvellement cellulaire rapide. Ainsi, après inhibition 
par la dThd, la rétention tissulaire de la [125I]IdUrd dans les tissus à forte division 
cellulaire était similaire à celle observée dans les tissus à faible division cellulaire 
(Tableau 8 et Figure 28). 
 






















































































Figure 28. Biodistribution de la [125I]IdUrd dans les tissus normaux de souris nues xénogreffées après 
pré-traitement avec la IdUrd non-marquée. Chaque expérience incluait un groupe de souris contrôles 
injectées i.v. avec seulement 185 kBq de [125I]IdUrd. La IdUrd non-marquée était administrée soit par 2 
injections i.v. de 0.2 mg 4 et 2 h avant l’injection de [125I]IdUrd, soit par 8 injections i.p. de 0.1 mg toutes 
les 30 min avant l’injection de [125I]IdUrd. Un groupe de 7 souris a reçu, en plus des 8 injections i.p. de 
IdUrd, 2 injections i.p. de 0.3 mg de dThd, 15 min avant et 30 min après la co-injection i.v. de [125I]IdUrd 
et 0.4 mg de dThd. Les souris étaient sacrifiées et disséquées 24 h après l’injection de [125I]IdUrd. Les 
données sont présentées en pourcentage de la dose injectée par gramme de tissu  ± 1 DS. Nb, nombre de 
souris. Les souris ont été groupées en fonction du traitement reçu et indépendamment du type de tumeur 
greffée. À noter que l’incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur de ces souris est présentée en détail 
dans le Tableau 8. 
- 91 – 
 
 5.5 Discussion 
À l’heure actuelle, les glioblastomes sont associés à un très mauvais pronostic 
clinique car ils résistent à tous les traitements conventionnels (101).  Parmi les 
alternatives thérapeutiques possibles, l’administration de [125I]IdUrd a été proposée, car 
les glioblastomes se présentent sous forme de glie néoplasique environnée 
essentiellement de cellules normales quiescentes (97, 153). Une autoradiographie dans 
des rats porteurs de tumeurs cérébrales a démontré que la [125I]IdUrd était incorporée 
sélectivement dans l’ADN de la glie néoplasique, alors que les cellules du cerveau 
normal restaient dénuées de toute radioactivité (96). L’efficacité d’un traitement avec la 
[125I]IdUrd est cependant limitée par une incorporation de [125I]IdUrd restreinte à la 
phase S du cycle cellulaire et une dégradation biologique rapide. Récemment, il a été 
démontré dans le rat que ces limitations pouvaient être partiellement contournées par 
une administration locale et continue pendant 2 à 6 jours via une pompe osmotique. 
Toutefois, le traitement était surtout efficace lorsque l’administration de [125I]IdUrd était 
effectuée juste après (1 jour) l’implantation de la tumeur (93). 
Les résultats présentés dans ce travail montrent que la cytotoxicité de la 
[125I]IdUrd peut être augmentée in vitro par une co-administration de IdUrd non-
marquée. Ces observations ont été confirmées dans deux lignées cellulaires de 
glioblastomes. Bien que la IdUrd non-marquée développait à elle seule une cytotoxicité 
à partir d’une concentration de 3 µM, la diminution de la survie cellulaire observée lors 
de sa co-administration avec la [125I]IdUrd n’était pas seulement due à l’accumulation 
des cytotoxicités des deux molécules. Une analyse par régression a montré que les 
résultats ne s’expliquaient pas sans une interaction synergique entre les deux molécules. 
Il existe donc un mécanisme qui permet à l’une des deux molécules d’amplifier l’action 
cytotoxique de l’autre. 
Les mécanismes permettant à la IdUrd non-marquée d’augmenter la cytotoxicité 
de la [125I]IdUrd ne sont pas clairs. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées. 
Premièrement, il a été démontré à plusieurs reprises et en particulier sur des gliomes 
humains (154), que des analogues halogénés de la dThd, comme la IdUrd ou la BrdUrd, 
radio-sensibilisaient l’ADN en entravant la réparation des dommages occasionnés au 
double brin par les radiations ionisantes (155). Après cassure dans le double brin, la 
IdUrd et la BrdUrd étaient incorporées dans l’ADN à la place de la dThd et la dCyd. 
Cette incorporation erronée entraînait ensuite des excisions répétitives de IdUrd par la 
uracil-ADN-glycosylase, des mutations, et finalement une fragmentation de l’ADN 
(156). Il est donc possible que la IdUrd non-marquée, administrée à des concentrations 
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 micromolaires, sensibilise l’ADN aux rayonnements Auger développés par des 
concentrations picomolaires de [125I]IdUrd. 
Comme seconde hypothèse, la IdUrd non-marquée pourrait amplifier la 
cytotoxicité de la [125I]IdUrd en augmentant son incorporation dans l’ADN. Cette 
hypothèse paraît, à première vue, invraisemblable, d’autant plus qu’une inhibition 
compétitive de l’incorporation nucléaire et de la cytotoxicité de la IdUrd radiomarquée 
par la IdUrd non-marquée a été décrite précédemment dans les cellules V79 (79) et les 
gliomes humains D-247 MG (113). Toutefois, les résultats obtenus dans cette étude 
montrent, au contraire, que la IdUrd non-marquée augmentait l’incorporation de la 
[125I]IdUrd dans l’ADN des trois lignées de glioblastomes étudiées. L’augmentation de 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN était observée aussi bien in vitro, où elle était 
corrélée à une augmentation de la cytotoxicité, que in vivo dans des expériences sur 
souris nues xénogreffées avec les trois lignées de glioblastomes. 
Les résultats de biodistribution montrent qu’un pré-traitement de 4 h avec la 
IdUrd non-marquée augmentait significativement le taux d’incorporation de [125I]IdUrd, 
non seulement dans les trois types de tumeurs, mais aussi dans les tissus normaux à 
renouvellement cellulaire rapide, comme la moelle osseuse, la rate, l’estomac, l’intestin 
grêle, le côlon et la peau. Les niveaux de radioactivité dans les tissus à faible division 
cellulaire, comme le foie, les poumons et les reins, restaient par contre faibles. Une co-
administration de dThd, même dans les souris pré-traitées avec la IdUrd non-marquée, 
inhibait l’incorporation de [125I]IdUrd dans la tumeur et les tissus normaux à 
renouvellement cellulaire rapide. Ceci démontre que l’augmentation de l’incorporation 
de [125I]IdUrd était spécifiquement corrélée avec la synthèse d’ADN. 
À l’opposé des expériences in vitro où l’augmentation de l’incorporation de 
[125I]IdUrd était la plus élevée dans les cellules U251 par rapport aux cellules LN229 et 
U87, elle était la plus basse dans les tumeurs U251 xénogreffées. La raison pourrait 
résider en ce que les cellules U251 poussent très bien in vitro, avec un temps de 
dédoublement très court, alors que les tumeurs U251 poussent très lentement in vivo et 
présentent de larges zones nécrotiques.  
Un protocole d’administration avec des injections i.p. répétées de IdUrd non-
marquée paraîssait meilleur qu’un protocole avec seulement deux injections i.v., même 
si la quantité de IdUrd injectée i.p. était plus importante que celle injectée i.v. 
L’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans les tumeurs U251, LN229 et U87 
était, respectivement, de 1.5, 2.8 et 2.3 fois après injections i.p. contre seulement 1.3, 
1.7, et 1.9 fois après injections i.v. Cela pourrait indiquer qu’un niveau constant et 
suffisant de IdUrd non-marquée est nécessaire pour optimiser l’incorporation de la 
[125I]IdUrd dans la tumeur.  
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 Au regard d’une précédente publication rapportant une incorporation de IdUrd 
dépendante de sa concentration (157), l’observation qu’un pré-traitement avec des 
concentrations micromolaires croissantes de IdUrd non-marquée permet d’augmenter le 
taux d’incorporation d’une concentration picomolaire et fixe de IdUrd radiomarquée est 
surprenante. Toutefois, plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer le ou 
les mécanismes sous-jacents : 
Premièrement, des concentrations micromolaires de IdUrd non-marquée 
pourraient protéger des concentrations picomolaires de [125I]IdUrd contre une 
dégradation enzymatique, en fournissant un substrat en excès. Cette hypothèse n’est 
toutefois pas supportée par les résultats de cette étude qui montrent qu’un pré-traitement 
avec la 2’-désoxyuridine et le 5-iodo-1,3-diméthyluracile ne pouvait pas reproduire 
l’effet de la IdUrd non-marquée en protégeant la [125I]IdUrd, respectivement, de la 
déglycosylation et de la déhalogénation. Il n’est cependant pas exclu qu’un tel 
phénomène se produise in vivo, où la [125I]IdUrd est dégradée très rapidement. 
Comme seconde hypothèse, la disponibilité de quantités élevées de précurseurs 
de l’ADN, comme la IdUrd, pourrait stimuler plus de cellules à entrer en phase S du 
cycle cellulaire. Selon les analyses du cycle cellulaire obtenues dans ce travail, le 
nombre de cellules s’engageant dans la phase S n’était que légèrement augmenté après 
une coincubation de 4 h avec 10 µM de IdUrd non-marquée. Des coincubations avec 10 
µM de IdUrd à différents temps après l’ensemencement dans les puits ont montré que 
l’incorporation de la [125I]IdUrd dans l’ADN était la plus élevée quand un maximum de 
cellules étaient en phase exponentielle. D’un côté, une disponibilité limitée de 
précurseurs de l’ADN pourrait être un facteur limitant lorsqu’un grand nombre de 
cellules se divisent en même temps. D’un autre côté, l’exposition à un excès de 
nucléotides, par exemple 50 µM de IdUrd, pourrait inhiber la synthèse d’ADN et même 
être cytotoxique, comme c’était le cas ici dans les incubations in vitro. 
Comme dernière hypothèse, qui n’a pas été évaluée dans ce travail, 
l’incorporation de la [125I]IdUrd dans l’ADN par l’entremise de la voie de récupération 
des nucléotides pourrait être favorisée par une régulation rétroactive négative de la 
synthèse de novo de dTMP. Une étude récente a montré que la IdUrd, une fois 
phosphorylée en IdUMP, peut effectivement inhiber la TS en agissant comme substrat 
inconvertible (119). Des observations similaires ont aussi été rapportées avec d’autres 
analogues halogénés de la dThd. Par exemple, une exposition à la BrdUrd entraînait une 
chute rapide des concentrations de dTTP et dCTP dans les cellules U251, avec un 
minimum atteint au bout de 6 h d’incubation seulement. Cette réduction des 
concentrations de dTTP et dCTP favorisait indirectement l’incorporation de BrdUTP 
dans l’ADN (158). Il est donc fort probable que la IdUrd présente un effet similaire sur 
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 la régulation de la synthèse des nucléotides, non seulement dans les cellules U251, mais 
aussi dans les cellules LN229 et U87.  
En fin de compte, bien qu’instructives, les expériences réalisées dans cette étude, 
ne permettent pas de conclure pour un mécanisme d’action plutôt qu’un autre. Il est fort 
possible que tous ces mécanismes soient impliqués à différents degrés dans la 
modulation de l’incorporation dans l’ADN et la cytotoxicité de la [125I]IdUrd. 
La IdUrd non-marquée a été décrite comme inhibant l’incorporation nucléaire et 
la cytotoxicité de la [125I]IdUrd dans d’autres lignées cellulaires (80, 113). Ces 
observations divergentes pourraient s’expliquer par le niveau d’expression du gène p53 
dans les lignées cellulaires. Dans cette étude, la sensibilité à la [125I]IdUrd et la IdUrd 
non-marquée n’était pas identique entre les lignées testées. Par rapport aux cellules 
U251 homozygotes mutantes pour le gène p53 (-/-), les cellules LN229 hétérozygotes 
avec transactivation du gène p53 sauvage (+/-) (159) semblaient présenter une certaine 
résistance à la cytotoxicité des deux molécules. De même, l’augmentation du taux 
d’incorporation de [125I]IdUrd était moins importante dans les cellules U87 de type p53 
sauvage (+/+) que dans les lignées mutantes LN229 et U251. On peut effectivement 
imaginer que l’incorporation de IdUrd est restreinte dans l’ADN des cellules de type 
sauvage par rapport aux cellules de type mutant, car p53 est impliqué dans l’arrêt des 
cellules en phase G1 après des dommages dans l’ADN, en vue de réparations ou de 
l’enclenchement d’un processus apoptotique. Quelques études semblent effectivement 
indiquer que les cellules p53+ ont une capacité de réparation de l’ADN augmentée par 
rapport aux cellules p53-, résultant en une diminution des aberrations chromosomiques 
et une augmentation de la survie cellulaire. Une fonction p53 intacte des cellules LN229 
autoriserait donc ces cellules à réparer leur ADN endommagé et ainsi à échapper à la 
toxicité délivrée par la [125I]IdUrd. Toutefois, le taux d’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN était augmenté en présence de IdUrd non-marquée, aussi bien in vitro que 
in vivo, dans les trois lignées de glioblastomes testées, et cela indépendamment du status 
du gène p53. De plus, des augmentations similaires étaient observées dans tous les 
tissus normaux à renouvellement cellulaire rapide, démontrant ainsi que cette 
observation peut être reproduite dans n’importe quelle population cellulaire. 
L’augmentation du taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN semblait plutôt 
dépendre de la vitesse de prolifération des cellules, que ce soit in vitro ou in vivo. 
En conclusion, les résultats présentés dans cette partie du travail suggèrent que 
l’administration combinée de IdUrd radiomarquée et non-marquée peut surmonter, du 
moins partiellement, une faible incorporation de IdUrd radiomarquée dans l’ADN des 
glioblastomes. Une augmentation du taux d’incorporation de IdUrd radiomarquée dans 
l’ADN pourrait se révéler utile aussi bien pour une approche diagnostique que 
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 thérapeutique, et complémentaire à une administration sélective dans l’artère hépatique 
(160, 161) ou dans la cavité postopératoire après résection de la tumeur (93, 97). 
Toutefois, des expériences complémentaires sont nécessaires pour évaluer si 
l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd observée dans les tumeurs 
xénogreffées après administration de IdUrd non-marquée se traduit aussi, comme c’est 
le cas in vitro, par une augmentation de la cytotoxicité. 
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 Chapitre 6  
 [125I]IdUrd et Mélange de 
Désoxyribonucléosides 
6.1 Résumé 
Il a été rapporté à plusieurs reprises qu’une administration d’un mélange de 
nucléotides restaurait et soutenait la prolifération des leucocytes et des entérocytes. De 
plus, comme il a été suggéré que les cellules cancéreuses utilisent plus efficacement les 
nucléotides exogènes que les cellules normales, il se peut qu’une administration de 
nucléotides puisse aussi stimuler la prolifération des cellules cancéreuses, augmentant 
ainsi le nombre de cellules ciblées par la [125I]IdUrd. L’influence de différents mélanges 
de désoxyribonucléosides sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN a donc été 
évaluée dans les trois lignées cellulaires humaines de glioblastomes. Les résultats ont 
montré que le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des cellules LN229, U87, 
et U251 était augmenté, respectivement, de 8.5, 6.2, et 2.0 fois, après une coincubation  
de 4 h avec un mélange à concentration égale, de 10 µM, de 2’-désoxyadénosine, 2’-
désoxyuridine, 2’-désoxyguanosine et 2’-désoxycytidine (AUGC). Un mélange sans 2’-
désoxyuridine (AGC) permettait également d’augmenter de 2.2 fois l’incorporation de 
[125I]IdUrd dans l’ADN des cellules LN229, alors que son remplacement par la dThd 
(ATGC) inversait l’effet du mélange. De plus, l’effet sur l’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN augmentait conjointement avec le temps de coincubation avec le mélange 
de désoxyribonucléosides. Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des 
cellules LN229 et U87 était augmenté, respectivement, de 19.9 et 9.4 fois, par une 
coincubation de 9 h avec 10 µM de AUGC. L’effet était encore plus marqué lorsque les 
cellules atteignaient la confluence dans les puits. Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN des cellules confluentes LN229 et U87 était augmenté, respectivement, de 
40.9 et 26.8 fois après une coincubation de 4 h avec 10 µM de AUGC. Une analyse par 
cytofluorométrie en flux a montré que le pourcentage de cellules en phase S du cycle 
cellulaire était augmenté après l’exposition des cellules confluentes à 10 µM de AUGC 
pendant 4 h. Ces résultats suggèrent qu’une co-administration d’un mélange équilibré 
de désoxyribonucléosides pourrait améliorer l’utilisation d’analogues radiomarqués des 
nucléotides, comme la [125I]IdUrd, pour le ciblage des cellules cancéreuses. 
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 6.2 Introduction 
Les nucléotides sont utilisés en clinique pour enrichir les solutions nutritives 
dans le but d’améliorer, après des aggressions ou des opérations chirurgicales majeures, 
la réponse immunitaire et la trophicité de la muqueuse intestinale (162-164). Les 
mécanismes sous-jacents sont probablement complexes, car les nucléotides sont 
impliqués dans presque tous les processus biochimiques et cellulaires, comme 
médiateurs de transfert d’énergie (ATP), coenzymes (NAD+, FAD, CoA), régulateurs 
métaboliques (AMP cyclique) ou précurseurs de la synthèse d’ADN, d’ARN, du 
glycogène, des phosphoglycérides, etc... Cependant, plusieurs études ont 
spécifiquement montré que l’apport exogène de nucléotides était nécessaire pour 
restaurer et soutenir la croissance et la prolifération des leucocytes (165, 166) et des 
entérocytes (167-169). 
Puisqu’un apport exogène de nucléotides affecte, d’après la littérature (170), 
essentiellement des tissus à renouvellement cellulaire rapide, comme la rate, le thymus, 
la moelle osseuse et la muqueuse jéjunale, il pourrait aussi affecter la prolifération des 
cellules cancéreuses. En effet, l’apport exogène de nucléotides pourrait stimuler la 
synthèse d’ADN et la transcription d’enzymes impliquées dans la croissance et la 
prolifération cellulaires, comme l’ornithine décarboxylase, l’adénosine déaminase, ou 
l’hypoxanthine guanine phosphoribosyl transférase, une enzyme clé pour la voie de 
récupération des purines (171). De plus, il a été suggéré que les nucléotides sont 
réutilisés plus efficacement par les cellules néoplasiques que par les cellules normales, à 
cause d’une activité diminuée d’enzymes clés impliquées dans la dégradation des 
nucléotides (172). 
Une stimulation de la synthèse des acides nucléiques et des fonctions 
métaboliques par l’apport exogène de nucléotides a déjà été rapportée dans des cellules 
cancéreuses. Une augmentation de la concentration d’ADN, d’ARN, ainsi que d’AMP, 
d’ADP et d’ATP, a été observée après une supplémentation en nucléotides dans des 
cellules de carcinome du côlon humain Caco-2 (168, 173). D’autre part, les cellules de 
lymphomes EL4 et 5F4 ont poussé plus lentement dans des animaux nourris avec un 
régime dépourvu de nucléotides (165). 
Au regard de ces observations, il se peut qu’un apport exogène de nucléotides 
puisse promouvoir la prolifération de cellules cancéreuses et ainsi augmenter le nombre 
de cellules ciblées par un agent potentiellement thérapeutique, comme la [125I]IdUrd, 
qui provoque des cassures du double brin d’ADN une fois incorporé dans l’ADN des 
cellules en division (68, 153). 
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 Il a été observé précédemment, in vitro et dans des souris xénogreffées, qu’une 
co-administration de différents analogues de nucléotides pouvait améliorer 
l’incorporation de la [125I]IdUrd dans des glioblastomes humains (109, 111, 114). Ces 
observations étaient corrélées, soit à une cytotoxicité augmentée (111), soit à une 
amélioration de la scintigraphie tumorale (109). Dans cette partie du travail, l’influence 
de différents mélanges de désoxyribonucléosides sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans 
l’ADN a été évaluée sur les trois lignées cellulaires humaines de glioblastomes. Ces 
observations pourraient contribuer au développement de nouvelles stratégies pour 
l’utilisation d’analogues de nucléotides radiomarqués, comme la [125I]IdUrd, pour le 
ciblage des cellules cancéreuses (152, 174). 
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 6.3 Matériels et Méthodes 
Produits. 
• La [125I]IdUrd (activité spécifique de 74 TBq/mmol, 2000 Ci/mmol) et la 
[3H]dThd (activité spécifique de 2.5 - 3 TBq/mmol, 70 - 85 Ci/mmol) ont été 
obtenues d’Amersham International (Buckinghamshire, Grande-Bretagne). 
• La dThd, la 2’-désoxyuridine (dUrd), la 2’-désoxythymidine (dThd), la 2’-
désoxycytidine (dCyd), la 2’-désoxyadénosine (dAds), et la 2’-désoxyguanosine 
(dGus) ont été obtenues de Fluka Chemie AG (Buchs, Suisse). Ces 
désoxyribonucléosides ont été mélangés ensemble à des concentrations molaires 
identiques. Par exemple, 10 µM de AUGC signifie que 10 µM de dAds, 10 µM 
de dUrd, 10 µM de dGus, et 10 µM de dCyd ont été mélangés ensemble. 
Méthodes. 
• Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN a été évalué en fonction de la 
densité cellulaire après des pré- ou coincubations de 1 à 9 h avec différents 
mélanges de désoxyribonucléosides. 
• Le potentiel stimulateur d’un mélange de désoxyribonucléosides sur la 
prolifération de cellules confluentes a été évalué par cytofluorométrie en flux. 
Les cellules ont été ensemencées dans des flacons contenant 10 ml de milieu 
RPMI 1640 complet. Une fois confluentes, les cellules ont été exposées pendant 
1 à 4 h à 37°C au mélange de désoxyribonucléosides et 10 µM de IdUrd. 
Analyse statistique. 
• Les résultats ont été exprimés sous forme de pourcentages ou moyennes ± 1 
déviation standard (DS). Les valeurs ont été analysées au moyen d’un test t 
bilatéral de variance égale. Le seuil de signification statistique a été fixé à p = 
.05. Les symboles *, **, *** représentent respectivement p < .05, p < .01, p < 
.001. 
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 6.4 Résultats 
6.4.1 Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN après coincubation avec 
différents mélanges de désoxyribonucléosides 
Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des cellules LN229, U87, et 
U251 a été évalué dans un milieu de culture enrichi en L-glutamine et différents 
mélanges de désoxyribonucléosides. Des coincubations de 4 h avec 18.5 kBq/ml de 
[125I]IdUrd et les mélanges de désoxyribonucléosides ont été effectuées après que des 
expériences préliminaires ont montré que l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN 
était linéaire et non toxique pendant ce laps de temps (111). 
 
Figure 29. Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN en présence du mélange de désoxyribonucléosides 
AUGC. Les cellules U251, LN229 et U87 ont été coincubées pendant 4 h avec 18.5 kBq/ml de 
[125I]IdUrd et 0.1 à 50 µM de AUGC. Les symboles représentent la moyenne ± 1 DS de 3 expériences par 
lignée cellulaire. Les résultats de chaque expérience ont été normalisés par rapport aux contrôles 
respectifs incubés pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. 
Alors qu’une administration de désoxyribonucléosides pyrimidiques (dUrd, 
dCyd) ou puriques (dAds, dGus) seuls n’avait pas d’effet, un mélange des quatre 
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 fortement l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des trois lignées cellulaires. 
Comparée à une incubation en présence de [125I]IdUrd seule, une coincubation de 4 h 
avec 10 µM de AUGC a permis d’augmenter, respectivement, de 8.5 (p < .001), 6.2 (p < 
.001), et 2.0 (p = .14) fois le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des 
cellules LN229, U87, et U251. Toutefois, à la plus haute concentration testée, c’est-à-
dire 50 µM, l’effet du mélange AUGC sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN 
tendait à disparaître (Figure 29). 
Figure 30. Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN après retrait ou remplacement de la dUrd par la dThd 
dans le mélange de désoxyribonucléosides. Les cellules LN229 ont été coincubées pendant 4 h avec 18.5 
kBq/ml de [125I]IdUrd et 0.1 à 50 µM de AGC ou ATGC. Les symboles représentent la moyenne ± 1 DS 
de 4 échantillons par condition testée, normalisés par rapport aux contrôles respectifs incubés pendant 4 h 
avec la [125I]IdUrd seule. 
Comme on s’attendait à ce que la dUrd entre en compétition avec la [125I]IdUrd 
pour la phosphorylation par la dThd kinase (TK), l’effet d’un mélange de 
désoxyribonucléosides sans dUrd (AGC) sur l’incorporation nucléaire de [125I]IdUrd a 
aussi été évalué. Bien que le taux d’incorporation nucléaire de [125I]IdUrd augmentait 
toujours, l’effet semblait moins prononcé que celui observé en présence de AUGC. 
Dans les cellules LN229, l’incorporation nucléaire de [125I]IdUrd augmentait jusqu’à 
2.2 fois après une coincubation de 4 h avec 10 µM de AGC (p < .001). Par contre, le 
remplacement de la dUrd dans le mélange par la dThd (ATGC) inhibait l’incorporation 
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 6.4.2 Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN après préincubation avec 
le mélange AUGC 
Une préincubation de 4 h avec le mélange de désoxyribonucléosides suivie par 
une incubation de 4 h avec la [125I]IdUrd a été entreprise pour évaluer si l’effet du 
mélange de désoxyribonucléosides sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN 
nécessitait la présence conjointe de [125I]IdUrd ou si le mélange induisait un mécanisme 
à retardement qui pouvait par la suite augmenter l’incorporation de [125I]IdUrd dans 
l’ADN. Les résultats obtenus sur les trois lignées cellulaires ont montré qu’une 
préincubation de 4 h avec AUGC ne pouvait pas reproduire l’effet d’une coincubation. 
Le taux d’incorporation de [125I]IdUrd n’était augmenté que légèrement, de 2.2 fois (p = 
.008), dans l’ADN des cellules U87 après préincubation avec 50 µM de AUGC 
(Tableau 9). Cette augmentation pourrait être toutefois due à du AUGC résiduel 
subsistant dans les puits après leur lavage. 
 
Tableau 9. Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par une 
préincubation avec le mélange de désoxyribonucléosides AUGC 
AUGC (µM) LN229 U87 U251 
0 0.22 ± 0.04a 0.26 ± 0.01 0.54 ± 0.06 
0.1 0.17 ± 0.03 0.25 ± 0.02 0.40 ± 0.25 
1 0.23 ± 0.09 0.25 ± 0.02 0.50 ± 0.17 
3 0.22 ± 0.03 0.29 ± 0.02 0.40 ± 0.18 
10 0.30 ± 0.11 0.31 ± 0.11 0.42 ± 0.06 
50 0.24 ± 0.05 0.57 ± 0.08* 0.62 ± 0.29 
Les cellules ont été préincubées pendant 4 h avec différentes concentrations du mélange AUGC, avant 
d’être incubées pendant 4 h avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd. 
Les résultats représentent la moyenne de 4 échantillons ± 1 DS. 
a, Radioactivité associée à l’ADN par cellule (mBq/cellule). 
*, p = .008 
6.4.3 Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN en fonction du temps de 
coincubation avec le mélange AUGC 
Des coincubations de 1, 2, 4 et 9 h avec la [125I]IdUrd et le mélange AUGC ont 
été entreprises pour évaluer si l’augmentation du taux d’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN était constante ou variait en fonction du temps de coincubation. Les 
résultats ont montré que le taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN augmentait 
en même temps que la durée de coincubation. Comparée à une incubation avec la 
[125I]IdUrd seule, une coincubation de 9 h avec 10 µM du mélange AUGC augmentait, 
respectivement, de 19.9 (p = .001) et 9.4 (p < .001) fois le taux d’incorporation de 
[125I]IdUrd dans l’ADN des cellules LN229 et U87 (Figure 31). 
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Figure 31. Incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN en fonction du temps de coincubation avec le 
mélange de désoxyribonucléosides AUGC. Les cellules LN229 et U87 ont été coincubées pendant 1, 2, 4 
et 9 h avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd et 10 µM de AUGC. Les colonnes représentent la moyenne ± 1 DS 
de 3 échantillons par condition testée, normalisés par rapport aux contrôles respectifs incubés pendant 4 h 
avec la [125I]IdUrd seule. 
 
6.4.4 Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par le 
mélange AUGC en fonction de la densité cellulaire 
Des coincubations avec la [125I]IdUrd et le mélange AUGC ont été réalisées à 
différents jours après l’ensemencement des cellules dans les puits, dans le but d’évaluer 
si l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN induite par le mélange 
AUGC dépendait du taux de prolifération et de densité cellulaires dans les puits. Dans 
cette expérience, le milieu RPMI 1640 complété avec la L-glutamine (0.3 g/l) était 
changé quotidiennement pour éviter les effets d’une déprivation nutritive. Le tableau 10 
montre que les cellules LN229 proliféraient plus rapidement que les cellules U87. Plus 
la densité cellulaire augmentait, moins la [125I]IdUrd était incorporée dans l’ADN. 
Cependant, la diminution de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN était moins 
prononcée dans les cellules confluentes incubées en présence du mélange AUGC que 
dans celles incubées avec la [125I]IdUrd seule (Tableau 10). 
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 Tableau 10. Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par la mélange 
de désoxyribonucléosides AUGC en fonction de la densité cellulaire 
 LN229 U87 
Joursa Nbb [125I]IdUrdc [125I]IdUrd 
+ AUGC 
Nb [125I]IdUrd [125I]IdUrd 
+ AUGC 
4 1.9 * 104 3.60 ± 0.26 3.44 ± 0.08 2.0 * 104 0.72 ± 0.04 1.35 ± 0.14
6 7.8 * 104 3.41 ± 0.12 2.26 ± 0.28 1.5 * 104 0.38 ± 0.17 1.53 ± 0.43
8 2.4 * 105 0.05 ± 0.01 0.70 ± 0.10 6.0 * 104 0.07 ± 0.02 0.93 ± 0.09
10 4.7 * 105 0.02 ± 0.01 0.72 ± 0.02 8.8 * 104 0.03 ± 0.02 0.67 ± 0.25
Les cellules ont été coincubées pendant 4 h avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd et 10 µM de AUGC. 
Les résultats représentent la moyenne de 6 échantillons ± 1 DS. 
a, Nombre de jours après l’ensemencement des cellules dans les puits. 
b, Nb de cellules par ml. 































Figure 32. Modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par le mélange de 
désoxyribonucléosides AUGC en fonction de la densité cellulaire. Les cellules LN229 et U87, à 
différentes densités cellulaires, ont été coincubées pendant 4 h avec 18.5 kBq/ml de [125I]IdUrd et 10 µM 
de AUGC. Les symboles représentent la moyenne ± 1 DS de 6 échantillons par condition testée, 
normalisés par rapport aux contrôles respectifs incubés pendant 4 h avec la [125I]IdUrd seule. 
C’est pourquoi, l’augmentation relative de l’incorporation de [125I]IdUrd dans 
l’ADN induite par le mélange AUGC était d’autant plus marquée que les cellules 
devenaient confluentes. À la plus haute densité cellulaire, le taux d’incorporation de 
[125I]IdUrd dans l’ADN était augmenté, respectivement, de 40.9 (p < .001) et 26.8 (p = 
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 .002) fois dans les cellules LN229 et U87, comparées aux cellules incubées en présence 
de la [125I]IdUrd seule (Figure 32). 
6.4.5 Distribution des cellules confluentes dans le cycle cellulaire après 
exposition au mélange AUGC 
Une analyse par cytofluorométrie en flux a été réalisée sur les cellules LN229 et 
U87 ayant atteint la confluence dans les puits, dans le but de déterminer si la 
modulation de l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN par le mélange AUGC était 
associée à des changements dans la distribution dans le cycle cellulaire. Une expérience 
représentative est montrée dans la figure 33. Les résultats montrent qu’une courte 
incubation de 1 h avec 10 µM de AUGC permettait d’augmenter le pourcentage des 
cellules en phase S, respectivement, de 13.1 % à 19.2 % et de 4.5 % à 7.5 % dans les 
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Figure 33. Analyse par cytofluorométrie en flux des cellules LN229 et U87 confluentes exposées ou non 
au mélange de désoxyribonucléosides AUGC. L’incorporation de IdUrd dans l’ADN a été révélée par la 
fluorescence FITC (axe des Y) et la concentration d’ADN par la fluorescence PI (axe des X). (A) 
Incubation des cellules LN229 pendant 1 h avec 10 µM de IdUrd (contrôles); (B) Coincubation des 
cellules LN229 pendant 1 h avec 10 µM de IdUrd et 10 µM de AUGC; (C) Pourcentage de cellules 
LN229 et U87 dans les différentes phases du cycle cellulaire révélées par cytofluorométrie en flux. 
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 6.5 Discussion 
Il a été démontré auparavant qu’une co-administration de IdUrd (111, 114) ou de 
FdUrd (109) augmentait in vitro et in vivo l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN de 
trois lignées humaines de glioblastomes. Bien qu’il ait été suggéré que les nucléotides 
pyrimidiques stimulent tout autant les défenses immunitaires qu’un mélange complet de 
nucléotides (ARN) (165), on peut s’imaginer qu’un mélange bien équilibré de 
nucléotides soit plus efficace pour stimuler la prolifération cellulaire et, ainsi, 
l’incorporation nucléaire de [125I]IdUrd. C’est pourquoi, l’effet de différents mélanges 
de désoxyribonucléosides sur l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN a été évalué ici 
dans les trois lignées cellulaires de glioblastomes. 
Les résultats de ces expériences montrent qu’une coincubation avec un mélange 
de dAds, dUrd, dGus, et dCyd (AUGC) augmente de façon marquée le taux 
d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN des trois lignées cellulaires testées. Comme 
explication, on peut supposer qu’un mélange équilibré de désoxyribonucléosides 
stimule, en tant que substrats, la synthèse d’ADN à travers la voie de récupération, 
favorisant ainsi l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN au détriment de la synthèse 
de novo de dThd. Ceci pourrait expliquer pourquoi la présence de [125I]IdUrd est requise 
simultanément à celle du mélange de désoxyribonucléosides. Après la coincubation 
avec la plus haute concentration testée de AUGC (50 µM), l’effet du mélange tend à 
disparaître. Similairement, il a été montré qu’un excès de dAds inhibe la synthèse 
d’ADN et d’ARN dans des cellules tumorales d’ascite d’Ehrlich et d’embryons de 
poulet, en interférant avec la synthèse endogène de dGus et dCyd (175). Une étude déjà 
ancienne a montré que des concentrations élevées de dThd (2 mM) inhibait 
complètement la synthèse d’ADN. Les cellules HeLa s’accumulaient à l’entrée de la 
phase S. Lorsqu’on supprimait l’excès de dThd, elles repartaient dans le cycle cellulaire 
de façon synchronisée. De plus, la viabilité cellulaire était même nettement diminuée 
lorsque l’exposition à un excès de dThd dépassait le temps nécessaire au dédoublement 
de la population (175). 
Dans cette étude, il a aussi été observé que le remplacement de la dUrd par la 
dThd (ATGC) inversait l’effet du mélange de désoxyribonucléosides et inhibait 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN. Cela peut s’expliquer par une compétition 
directe entre la dThd et la [125I]IdUrd pour l’incorporation dans l’ADN. Quant à la 
dUrd, ce désoxyribonucléoside ne peut probablement pas entrer en compétition de la 
même façon avec la [125I]IdUrd, car son atome d’hydrogène sur la base pyrimidique n’a 
pas, comme l’atome d’iode de la [125I]IdUrd, un rayon de van der Waals similaire au 
groupe 5-méthyle de la dThd (68). Toutefois, la présence de dUrd dans le mélange est 
- 107 – 
 
 quand même supposée empêcher l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN, car la dUrd 
entre en compétition avec la [125I]IdUrd pour être phosphorylée par la TK et, une fois 
phosphorylée, la dUMP stimule la synthèse de novo de dTMP en tant que substrat de la 
TS. Il est donc surprenant de constater que la présence de dUrd dans le mélange de 
désoxyribonucléosides, bien que non essentielle, n’a pas empêché l’augmentation de 
l’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN. Comme explication, on peut imaginer que le 
mélange de désoxyribonucléosides n’était pas suffisamment équilibré en l’absence de 
dUrd pour stimuler la synthèse d’ADN, car la concentration de [125I]IdUrd (environ 
0.25 nM) ne pouvait pas compenser le manque de désoxyribonucléosides pyrimidiques 
par rapport aux désoxyribonucléosides puriques. 
L’administration d’un mélange de désoxyribonucléosides pourrait augmenter 
soit l’incorporation absolue de [125I]IdUrd par cellules en phase S, soit le nombre de 
cellules en phase S précoce du cycle cellulaire, qui sont marquées par la [125I]IdUrd. En 
effet, la sensibilité des cellules aux désoxyribonucléosides exogènes diffère 
probablement d’une phase du cycle cellulaire à l’autre et d’un tissu à l’autre (176). 
Ainsi, les cellules en division, qui sont soumises à des variations incessantes de 
concentrations intracellulaires de nucléotides, pourraient passer de la synthèse de novo 
vers la voie de récupération lorsque des quantités suffisantes de nucléotides exogènes 
sont disponibles, alors que les cellules quiescentes resteraient en dehors du cycle 
cellulaire. Toutefois, dans cette étude, l’augmentation de l’incorporation de [125I]IdUrd 
dans l’ADN a été amplifiée en prolongeant le temps de coincubation avec le mélange de 
désoxyribonucléosides, suggérant ainsi que le nombre de cellules en phase S précoce a 
été également augmenté. Ce résultat est supporté par l’analyse par cytofluorométrie en 
flux qui montre que le pourcentage de cellules en phase S du cycle cellulaire était 
augmenté en présence du mélange de désoxyribonucléosides. Des résultats similaires 
ont été obtenus chez des rats ayant reçu une supplémentation parentérale en nucléotides. 
Un nombre plus élevé de cellules marquées avec la BrdUrd et positives pour un 
antigène nucléaire indiquant la division cellulaire a montré que l’activité de 
prolifération des entérocytes était augmentée chez ces rats par rapport à des rats nourris 
avec un régime normal (162). 
Puisque la synthèse de novo de nucléotides à partir d’acides aminés, de ribose, 
de formate, et de CO2 nécessite une énergie considérable, comparée à la voie de 
récupération des nucléotides, la synthèse d’ADN est probablement réduite ou supprimée 
dans des situations de stress (176, 177). Cependant, un apport exogène de nucléotides 
pourrait être suffisant pour relancer la synthèse d’ADN à travers la voie de récupération 
des nucléotides. Ceci pourrait expliquer pourquoi l’incorporation de [8-14C]AMP était 
plus marquée dans des cellules confluentes de carcinome du côlon humain que dans des 
cellules non confluentes, après une exposition de 3 h à 30 µmol/l de [8-14C]AMP (173). 
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 Dans ce travail, les résultats obtenus jusqu’à 10 jours après l’ensemencement des puits 
montrent que l’augmentation du taux d’incorporation de [125I]IdUrd dans l’ADN induite 
par le mélange de désoxyribonucléosides était d’autant plus marquée que les cellules 
étaient confluentes, et cela même si le milieu de culture enrichi en L-glutamine était 
régulièrement changé. La sensibilité des cellules confluentes aux désoxyribonucléosides 
exogènes semble donc plus marquée que celle des cellules non-confluentes. 
Ces observations pourraient être potentiellement utiles pour une application 
diagnostique ou thérapeutique avec des nucléotides radiomarqués. Toutefois, la 
reproduction in vivo de ces résultats est probablement compromise par la demi-vie 
biologique très courte des nucléotides circulants, à cause d’une dégradation rapide dans 
la muqueuse intestinale (adénosine) (178), le foie (uridine) (179), et à cause d’une 
hydrolyse par des ectoenzymes de surface cellulaire (163). De plus, la muqueuse 
intestinale représente une formidable barrière contre l’acheminement des nucléotides 
vers les tissus périphériques. C’est pourquoi, le type de mélange, la procédure et la route 
d’administration des nucléotides influencent probablement leur disponibilité et leur 
incorporation dans les tissus (166, 178). 
En conclusion, il a été montré dans ce chapitre qu’un mélange équilibré de 
désoxyribonucléosides pouvait augmenter de façon significative l’incorporation de 
[125I]IdUrd dans l’ADN de trois différentes lignées cellulaires de glioblastomes, 
indépendamment du status du gène p53. L’augmentation du taux d’incorporation de 
[125I]IdUrd dans l’ADN était dépendante de la durée d’incubation et plus prononcée 
dans les cellules confluentes. Une analyse par cytofluorométrie en flux a révélé que ce 
phénomène se traduisait en partie par une stimulation des cellules à entrer en phase S du 
cycle cellulaire. Ces observations pourraient présenter un intérêt dans le développement 
de nouvelles stratégies pour cibler les cellules cancéreuses avec des analogues 
radiomarqués des nucléotides, comme la [125I]IdUrd. 
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 Chapitre 7  
Conclusions 
Un grand nombre de tumeurs présentent une consommation élevée de glucose. 
C’est pour cette raison que la tomographie par émission de positons avec le 
[18F]fluorodésoxyglucose ([18F]FDG) est devenue un examen diagnostique très répandu 
en Oncologie. Cependant, cette méthode scintigraphique est limitée dans certains types 
de cancers dans lesquels le glucose est faiblement consommé par la tumeur, ou 
fortement consommé par le tissu environnant, comme c’est le cas dans le cerveau. Le 
diagnostic différentiel entre une radionécrose et une récidive tumorale cérébrale est 
parfois difficile. C’est pourquoi, différents groupes ont cherché à visualiser la synthèse 
des protéines au moyen d’analogues d’acides aminés radiomarqués, comme la Tyrosine 
(180), la Méthionine (181) ou la Phénylalanine (182). Là aussi cependant, le taux 
d’incorporation des acides aminés pouvait varier d’un type de tumeur et d’un patient à 
l’autre et n’était pas forcément corrélé à la malignité. 
Une des principales caractéristiques qui déterminent la malignité des cellules 
cancéreuses est leur aptitude à se diviser continuellement. C’est pourquoi, la dThd et ses 
analogues, qui s’incorporent spécifiquement dans l’ADN des cellules en division, 
devraient pouvoir jouer un rôle majeur dans le traitement des patients cancéreux. 
Actuellement, une des rares utilisations cliniques de la IdUrd et de la BrUrd est la 
mesure par cytofluorométrie en flux du nombre de cellules en division (labelling index) 
et du temps de dédoublement potentiel (Tpot) de la tumeur. L’information recueillie est 
d’un grand intérêt prognostic, notamment pour les cancers de la sphère ORL, car le 
labelling index est corrélé avec la résistance à la radiothérapie (183). Cette méthode est 
toutefois liée à l’acte chirurgical et les résultats ne sont disponibles qu’après résection 
de la tumeur. Une mesure non-invasive de la prolifération tumorale par scintigraphie 
serait donc un atout certain pour déterminer l’attitude thérapeutique à adopter, 
notamment dans le cadre des tumeurs du cerveau et de thérapies utilisant des 
cytostatiques. Dans cette optique, différentes études ont été menées chez des patients 
atteints de tumeurs cérébrales et également de mélanomes avec la [11C]dThd (133), la 
[131I]IdUrd (184), la [124I]IdUrd (86) ou la [76Br]BrdUrd (127). Malheureusement, leur 
utilisation clinique reste à ce jour limitée par leur instabilité biologique et leur faible 
taux d’incorporation dans les cellules tumorales. L’activité résiduelle résultant de 
métabolites empêche tout particulièrement une détection scintigraphique précise de la 
tumeur. Pour surmonter cette limitation, des modèles à compartiments multiples 
corrélés aux mesures du traceur et de ces métabolites dans le sang ont été développés. Il 
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 a été ainsi possible de déterminer l’activité globale spécifique de la [11C]dThd dans la 
tumeur par soustraction de l’activité résiduelle due aux métabolites (133). Une autre 
stratégie, sans doute plus applicable en clinique, serait l’utilisation de radioisotopes à 
demi-vie physique relativement longue, comme l’123Iode, l’124Iode, l’131Iode ou le 
76Brome. Ils permettraient de retarder l’acquisition d’images jusqu’à ce qu’une partie 
des métabolites soit excrétée. Dans l’étude portant sur la [124I]IdUrd (86), des 
scintigraphies effectuées sur 20 patients, 24 h après l’injection du traceur, ont permis de 
montrer que 85 % de l’activité observée dans les gliomes anaplastiques était attribuable 
à la [124I]IdUrd incorporée dans l’ADN. Toutefois, dans d’autres tumeurs moins 
agressives, telles que les méningiomes, les résultats étaient moins éloquents, puisque la 
majeure partie de l’activité tumorale mesurée 24 h après l’injection provenait d’124Iode 
libre. Ces résultats illustrent la nécessité d’augmenter l’incorporation de la IdUrd 
radiomarquée dans l’ADN et de réduire encore l’activité résiduelle. Plusieurs stratégies 
peuvent être envisagées, comme favoriser l’élimination rénale des métabolites ou 
synthétiser des radio-traceurs biologiquement plus stables. Concernant ce dernier point, 
plusieurs molécules ont été récemment synthétisées, dont le 2’-fluoro-5-[11C]-méthyle-
1-β-D-arabinofuranosyluracile (185), la 5-[76Br]bromo-2’-fluoro-2’-désoxyuridine (186, 
187) ou la 3’-désoxy-3’-[18F]fluorothymidine ([18F]FLT) (188). La [18F]FLT s’est 
révélée en particulier, comme permettant l’évaluation de la prolifération cellulaire chez 
des patients atteints de cancer des poumons (189). Enfin, d’autres travaux ont porté sur 
la [18F]FdUrd, dans le but de marquer la voie de synthèse de la dThd (135). 
Dans ce travail, différentes approches ont été étudiées pour améliorer 
l’utilisation de la IdUrd radiomarquée non seulement dans un but diagnostique mais 
aussi thérapeutique. Les résultats ont, par exemple, montré qu’une courte pré-
administration de FdUrd résultait en une augmentation significative de l’incorporation 
de [125I]IdUrd dans la tumeur. De plus, l’augmentation était moins prononcée dans les 
tissus sains. Ces observations se traduisaient par un rapport tumeur sur tissus sains 
augmenté et donc une détection scintigraphique améliorée (109). Comme les doses de 
rayonnements γ et Auger estimées dans une dosimétrie préclinique (110), ainsi que les 
dosages de FdUrd par kg de poids corporel utilisés dans ces expériences, ne devraient 
pas présenter de risques pour les patients (144, 145), une étude clinique a été proposée 
et fait suite à ce travail. L’objectif est d’évaluer le potentiel d’une pré-administration de 
FdUrd pour améliorer la détection scintigraphique tumorale par la [123I]IdUrd chez 6 
patients atteints de glioblastomes, dont 3 de haut grade. Chaque patient subira, 
aléatoirement et à 15 jours d’intervalle, 2 séries comparatives de 3 scintigraphies à 0, 4, 
et 24 h après l’injection i.v. de ≤ 300 MBq / 30 ml de [123I]IdUrd. L’une des séries sera 
effectuée après l’injection de [123I]IdUrd seule, l’autre après 2 pré-injections i.v. de 0.55 
mg/kg de FdUrd 60 et 30 min avant l’injection de [123I]IdUrd. En plus de 2 
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 capsules/jour de 100 mg de KI administrées par voie orale, de 2 jours avant à 1 jour 
après l’injection de [123I]IdUrd, les patients recevront 4 capsules de 500 mg de KClO4 
chacune, 2 h avant et 4, 10, et 18 h après l’injection de [123I]IdUrd. Les dosages 
proposés sont similaires aux dosages qui se sont révélés optimaux chez la souris et ne 
devraient pas présenter de cytotoxicité lors d’administrations ponctuelles. Concernant le 
KClO4, des doses de 0.4 à 1 g/jour sont administrées sur plusieurs semaines dans la 
thérapie de la thyréotoxicose (190). Lors de chaque séance, un balayage du corps-entier 
sera réalisé en incidence AP et PA au moyen d’une caméra à 2 têtes permettant une 
comparaison semi-quantitative de l’activité du corps-entier et de la tumeur. La première 
scintigraphie servira de référence (100%) pour les suivantes. En plus des 2 séries de 
scintigraphies, une tomographie par émission de positons avec le [18F]FDG serait 
souhaitable comme référence. Le protocole a été accepté par l’Office Fédéral de la 
Santé Publique, Swissmedic et les commissions d’éthique des hôpitaux universitaires de 
Genève et Lausanne. 
Le recours à un protocole combinant des injections de deux molécules 
différentes pourrait paraître fastidieux comparé, par exemple, à une simple injection de 
[18F]FLT. Cependant, cette stratégie pourrait se révéler avantageuse sur plusieurs points. 
Premièrement, l’iode radioactif libre est éliminé par les reins et ne donne qu’une faible 
activité résiduelle 24 h après l’injection de [123I]IdUrd, alors que la [18F]FLT se localise 
de manière non-spécifique dans le foie, et le 18Fluor libre est capté par les os. 
Deuxièmement, une scintigraphie avec la [18F]FLT reflète davantage l’activité 
enzymatique de la TK que la synthèse d’ADN. Troisièmement, suivant le type de 
tumeur, le taux endogène de dThd pourrait influencer la détection scintigraphique par la 
[18F]FLT, alors que l’inhibition de la TS par la FdUrd devrait minimiser l’effet de la 
dThd endogène sur une scintigraphie tumorale par la [123I]IdUrd. Enfin, des résultats 
positifs d’une scintigraphie avec la [123I]IdUrd pourraient conduire au développement 
d’une thérapie par rayonnements Auger. 
La IdUrd apparaît comme le vecteur idéal pour incorporer des émetteurs Auger 
dans l’ADN. Un marquage avec l’123Iode permettrait en outre de combiner une thérapie 
par rayonnements Auger avec un suivi scintigraphique. D’autre part, l’augmentation de 
l’incorporation tumorale de la [123I]IdUrd induite par la FdUrd pourrait profiter aussi 
bien à un diagnostic qu’à une thérapie. En effet, bien qu’il ait été rapporté que 
l’augmentation de l’incorporation de IdUrd radiomarquée par la FdUrd ne soit pas 
corrélée à une cytotoxicité proportionnelle (106-108), l’augmentation de la 
radiosensibilisation par la IdUrd non-marquée observée ailleurs (104) et du taux 
d’apoptose dans la tumeur observée dans ce travail après injection de [125I]IdUrd (109), 
suggèrent qu’un tel objectif pourrait être atteint. Le gain thérapeutique dépendra sans 
doute du protocole d’administration des deux molécules. La cytotoxicité de la FdUrd 
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 n’est, par exemple, significative que lorsqu’elle est infusée sur un, voire plusieurs 
jours : la dose maximale tolérée passe de 30 mg/kg lors d’injections i.v. journalières 
ponctuelles à 0.15 mg/kg lors d’infusions continues (144, 145). Une injection continue, 
intratumorale ou intra-artérielle, comme c’est déjà le cas pour le traitement des 
métastases hépatiques des cancers colorectaux (191, 192), devrait en outre augmenter le 
nombre de cellules tumorales ciblées par le traitement. Des calculs dosimétriques 
suggèrent qu’une efficacité cytotoxique pourrait être déjà atteinte chez le patient par des 
injections intra-tumorales cérébrales en post-opératoire de 185 MBq (5 mCi) de 
[125I]IdUrd répétées sur plusieurs jours. 
Ces réflexions ont donc été approfondies et soumises sous forme de projet au 
Fonds National Suisse de la Recherche Scientifique. Un subside (n° 31-67112.01/1) a 
été alloué dans le but de déterminer in vitro et in vivo les conditions optimales pour une 
thérapie avec les rayonnements Auger de la [125I]IdUrd combinée avec la FdUrd. Dans 
ce projet, il est envisagé notamment de procéder à des cycles de traitements fractionnés 
afin d’augmenter le nombre de cellules ciblées en phase S et éviter que les cellules 
s’adaptent à l’effet inhibiteur de la FdUrd sur la synthèse de dTMP par régulation 
positive de la TS, comme cela a déjà été décrit (104). D’autre part, les résultats obtenus 
avec la IdUrd non-marquée (114) seront exploités dans le dessein de relâcher l’arrêt de 
la division cellulaire induit par la FdUrd et favoriser ainsi l’incorporation de la 
[125I]IdUrd dans un grand nombre de cellules synchronisées. La IdUrd non-marquée 
devrait en outre contribuer à augmenter la cytotoxicité du traitement (111). En fonction 
des résultats obtenus in vitro, des protocoles thérapeutiques précliniques seront choisis 
et évalués dans des rats Fischer porteurs de tumeurs du cerveau F98 implantées 
stéréotactiquement dans le cerveau et recevant la [125I]IdUrd et les autres drogues par la 
même voie, au moyen d’une mini pompe osmotique. Après le traitement, les tumeurs 
seront ôtées chirurgicalement pour mesurer la vitesse de diffusion de la [125I]IdUrd par 
autoradiographie et la survie cellulaire par essais clonogéniques après digestion 
enzymatique. Ce modèle animal a été choisi, car une étude récente a montré que la 
diffusion des macromolécules était plus rapide dans les tumeurs transplantées dans le 
cerveau, comparées aux tumeurs sous-cutanées (193). De plus, une revue sur les 
différents modèles de gliomes chez le rat a conclu que les tumeurs F98 présentent, par 
leur faible immunogénicité, un certain avantage par rapport à d’autres lorsqu’il s’agit de 
tester des nouvelles modalités thérapeutiques. Les résultats de cette étude devraient 
contribuer à éclairer les mécanismes sous-jacents qui régulent l’incorporation des 
nucléotides radiomarqués dans l’ADN et à développer de nouveaux outils diagnostiques 
et, peut-être même, thérapeutiques pour les tumeurs du cerveau. Ils pourraient aussi 
profiter à d’autres approches thérapeutiques comme, par example, l’utilisation de triplex 
- 114 – 
 
 d’oligonucléotides pour cibler des émetteurs de rayonnements Auger dans des 
séquences d’ADN spécifiques (185). 
Un troisième volet de ce travail a montré qu’une administration d’un mélange de 
désoxyribonucléosides augmentait la prolifération cellulaire et donc l’incorporation de 
la [125I]IdUrd dans l’ADN des trois lignées de glioblastomes étudiées. L’effet des 
désoxyribonucléosides était tout particulièrement marqué sur les cellules confluentes 
(115). Des résultats similaires ont été observés dans d’autres lignées, comme les 
carcinomes humains du côlon Caco-2 (168, 194) ou les lymphomes EL4 et 5F4 (165). 
Or, l’adjonction de nucléotides dans des solutions nutritives entérales ou parentérales a 
été recommandée, notamment chez les patients cancéreux après chirurgie lourde, dans 
le but de favoriser la réparation tissulaire et soutenir la fonction de certains organes 
(170, 195, 196). 
Des études cliniques prospectives, randomisées, en double-aveugle ont été 
réalisées sur des patients atteints de cancers gastrointestinaux ou pancréatiques recevant 
par voie entérale une nutrition immunomodulatrice enrichie non seulement en 
nucléotides, mais aussi en arginine et acides gras polyinsaturés Ω-3. Les résultats de 
métanalyses regroupant 2419 patients sur 22 études montrent que l’administration péri-
opératoire de cette nutrition immunomodulatrice réduit la fréquence des infections 
tardives, des complications post-opératoires, et donc, la durée et les coûts du traitement 
hospitalier (164, 196, 197). Elle améliore la fonction intestinale et permet de surmonter 
plus rapidement la réponse immunosuppressive et inflammatoire post-chirurgicale. Ceci 
se caractérise par une diminution des médiateurs de la phase aiguë, TNF-α et IL-6, et 
une augmentation de la lymphokine IL-2 et de son récepteur (198). Cependant, l’impact 
de cette nutrition immunomodulatrice sur la rechute tumorale et la mortalité à long 
terme n’a pas été abordé dans ces études. Cette question est d’autant plus pertinente que 
les mécanismes sous-jacents décrits dans les études précliniques font appel, en 
particulier pour les nucléotides, à une stimulation de la prolifération des leucocytes et 
des entérocytes. Par exemple, dans un modèle murin de neutropénie induite par la 
cyclophosphamide, une supplémentation en nucléotides a stimulé la prolifération, la 
différentiation, et la maturation des neutrophiles périphériques (199, 200). Dans un 
régime dépourvu de nucléotides, elle a permis de rétablir la réponse lympho-
proliférative induite par des mitogènes et mesurée par érythème dermique et induration 
(165). En comparaison à une nutrition parentérale standard, l’adjonction d’un mélange 
de nucléotides a permis d’augmenter significativement le poids et le contenu en 
protéines et acides nucléiques de la muqueuse jéjunale de rats Wistar mâles (162, 170). 
La profondeur des cryptes et l’épaisseur des villosités étaient restaurées après induction 
de diarrhées par le lactose (167, 169) ou par irradiation (201). 
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 Ces observations suggèrent qu’une nutrition enrichie notamment en nucléotides 
pourrait non seulement stimuler la réponse proliférative des populations cellulaires à 
potentiel de division élevé, mais aussi permettre à des cellules cancéreuses résiduelles 
de récupérer plus facilement du traumatisme chirurgical après tumorectomie. Comme 
l’intégrité des mécanismes de régulation du cycle cellulaire n’est pas préservée chez les 
cellules cancéreuses, ces dernières pourraient même se révéler plus sensibles que les 
leucocytes et les entérocytes à un apport exogène de substrats nécessaires à la synthèse 
des acides nucléiques (202). Actuellement, l’effet d’une nutrition immunomodulatrice 
sur les cellules cancéreuses n’est pas suffisamment documenté pour exclure une 
stimulation de la croissance tumorale. C’est pourquoi, dans l’incertitude, son utilisation 
chez le patient cancéreux devrait être envisagée avec précaution. 
Un projet a donc été élaboré et une bourse accordée par la Fondation pour la 
recherche Nutricia (projet n° 2002-04) afin d’évaluer in vitro et in vivo l’impact de 
l’administration d’une solution immunomodulatrice sur la prolifération cellulaire, la 
rechute tumorale et, consécutivement, sur l’espérance de vie des patients traités pour 
des cancers gastrointestinaux. Les résultats pourraient avoir d’importantes répercussions 
sur l’emploi de nutritions immunomodulatrices chez ces patients. 
Dans une tout autre démarche, l’effet stimulateur d’un mélange de nucléotides et 
éventuellement d’autres nutriments, comme la glutamine ou l’arginine, pourrait être 
exploité dans le but d’augmenter l’efficacité de radio- ou chimiothérapies ciblant les 
cellules en division. Il a été notamment suggéré que l’interaction entre nutriments et 
analogues nucléotidiques pourrait se révéler utile dans le traitement de tumeurs dérivées 
des cellules T (165). Dans ce travail, un mélange de nucléotides a permis d’augmenter 
significativement l’incorporation de la [125I]IdUrd dans l’ADN de cellules cancéreuses 
(115). De plus, des résultats préliminaires semblent indiquer que l’augmentation de 
l’incorporation de [125I]IdUrd est corrélée à une augmentation de la cytotoxicité. 
Toutefois, la réalisation d’une telle approche et la transposition des résultats 
expérimentaux en clinique pourraient se révéler complexes. En effet, la réponse des 
cellules cancéreuses est influencée par une multitude de paramètres, tels que le type et 
la localisation des lésions cancéreuses, le profil et le protocole d’administration du 
mélange de nutriments, ainsi que leurs effets combinés sur la réponse immunitaire. En 
particulier, la biodisponibilité des nucléotides devrait être profondément affectée par 
leur mode d’administration (163). En exposant les tissus à des doses anormalement 
élevées de nucléotides, une administration i.v. chez le rat a, par exemple, stimulé la 
prolifération des neutrophiles périphériques (166), des cellules de la crypte de la 
muqueuse intestinale (203), ainsi que la vitesse de repousse du foie après hepatectomie 
(204). Finalement, l’utilisation métabolique des nucléotides et d’autres nutriments 
- 116 – 
 
 devrait encore être profondément modifiée par l’état anorexique des patients cancéreux 
et l’activité hypermétabolique de la tumeur.  
Actuellement, il n’y a pas d’études cliniques évaluant les effets d’une nutrition 
immunomodulatrice en Oncologie après radio- ou chimiothérapie. Un projet a donc été 
élaboré avec, comme objectif, l’amélioration de l’efficacité thérapeutique de certains 
traitements sur des cellules cancéreuses colorectales par administration d’un mélange 
approprié de nutriments. Les éventuels résultats positifs seront approfondis dans un 
modèle animal porteur de tumeurs afin de déterminer le mélange et les doses de 
nutriments, le mode d’administration, et la séquence de traitement optimum. Ce dernier 
point devrait être tout particulièrement important car une séquence inappropriée pourrait 
inverser l’effet du mélange de nutriments, et permettre aux cellules cancéreuses 
d’échapper encore plus facilement au traitement. En effet, il a été rapporté chez le rat, 
qu’après ingestion de nucléotides, la muqueuse du côlon guérissait plus rapidement des 
dommages causés par une irradiation (201). Comme les éventuels bénéfices 
thérapeutiques obtenus sur la tumeur pourraient se traduire par des effets négatifs 
proportionnels sur les tissus sains à renouvellement cellulaire rapide, les effets 
secondaires seront examinés attentivement. Là aussi, des fonds ont été obtenus de 
Novartis Consumer Health SA et les résultats devraient servir à mettre au point une 
nouvelle stratégie globale pour la prise en charge des patients cancéreux. 
En résumé, ce travail présente trois approches différentes permettant 
d’augmenter significativement l’incorporation de IdUrd radiomarquée dans l’ADN. Les 
résultats suggèrent fortement que les mécanismes impliqués diffèrent entre ces 
approches. Elles pourraient donc se révéler complémentaires. Leur combinaison 
pourrait donner lieu à de nouvelles stratégies diagnostiques ou thérapeutiques en 
Oncologie. Des résultats préliminaires semblent, par exemple, indiquer qu’une pré-
administration de IdUrd non-marquée radiosensibilise les cellules cancéreuses et 
amplifie la toxicité d’un traitement combiné de [125I]IdUrd et de FdUrd. D’autre part, un 
mélange de nucléotides favorisant l’entrée des cellules en phase S pourrait également se 
révéler déterminant en augmentant le nombre de cellules susceptibles d’être ciblées par 
la [125I]IdUrd. Ainsi, ce travail peut servir à stimuler l’étude de nouvelles voies encore 
inexplorées, malgré l’effort considérable déjà consenti dans ce domaine par plusieurs 
institutions de renommée internationale. 
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